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O trabalho descrito nesta dissertação reporta a síntese de derivados 
porfirínicos N-alquilados e a avaliação das potencialidades anti-herpéticas de 
macrociclos tetrapirrólicos reduzidos do tipo clorina. O desenvolvimento e 
aperfeiçoamento de novos métodos de síntese rápidos e eficientes e a 
consciencialização para uma aproximação à química verde têm feito com que 
a radiação microondas associada a uma técnica de reacção sem solvente ou 
com uso de solventes benignos seja cada vez mais utilizada em síntese 
orgânica. Na primeira parte do trabalho, foram estudadas as condições 
reaccionais para a obtenção de diversos derivados N-alquilados, com recurso 
quer a radiação microondas quer a aquecimento clássico. Nestes estudos 
utilizou-se como agentes alquilantes sais de amónio quaternários (brometo de 
tetrametilamónio, brometo de tetraetilamónio, brometo de tetrabutilamónio e o 
brometo de tetra-hexilamónio) em detrimento de outros agentes alquilantes 
mutagénicos e cancerígenos como seja o iodeto de metilo. A segunda parte do 
trabalho envolveu a avaliação da actividade biológica de sete clorinas. Foram 
avaliadas as propriedades fotofísicas (oxigénio singuleto, foto-estabilidade); 
determinada a concentração máxima não citotóxica tolerada pelas células 
hospedeiras na presença e na ausência de luz e avaliado o efeito virucida e 
antiviral dos compostos em estudo no vírus herpes simplex tipo I (HSV-1). 
Com as duas clorinas mais promissoras foram ainda realizados estudos de 
análise de DNA, proteínas e de microscopia electrónica com vista à 
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The work outlined in this dissertation reports the synthesis of N-alkylated 
porphyrin derivatives and evaluation of the biological activity of some reduced 
tetrapyrrolic macrocycles, e.g.  chlorins type, against herpes simplex type I 
(HSV-1). The development of new synthetic methodologies which are quick 
and efficient and the constant concern for an approach to green chemistry 
makes microwave radiation, in neat conditions or using benign solvents, to be 
often used in organic synthesis. The first part o f this work reports the reactional 
conditions achieved to obtain  the N-alkylation of the porphyrin derivatives, 
using both microwave irradiation and oil bath as heating process. In this study, 
quaternary ammonium salts (tetramethylammonium bromide, 
tetraethylammonium bromide, tetrabutylammonium bromide and 
tetrahexylammonium bromide) were used as alkylating agents instead of other 
usual, but mutagenics and cancerinogenic alkylating species, such as methyl 
iodide. In the second part of this work, the evaluation of the biological activity of 
seven chlorins is described. The photophysical properties (singlet oxygen and 
photostability) were evaluated; the maximum non-cytotoxic concentration 
allowed by cells in the presence and absence of light was found; and the 
virucidal and antiviral effect of each compound on HSV-1 was studied. Both 
DNA and proteins analysis as also electronic microscopy studies, with those 
chlorins  that showed better results (two), were also performed to discover the 
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1.1 Considerações gerais sobre porfirinas 
 
As porfirinas e seus derivados denominam-se por compostos tetrapirrólicos uma vez 
que são constituídos por quatro anéis do tipo pirrólico ligados entre si por pontes 
metínicas (também designadas por posições meso), formando assim o macrociclo. As 
posições β e β’ dos anéis pirrólicos são designadas por posições β-pirrólicas. Este 
macrociclo apresenta uma elevada capacidade para coordenar quase todos os iões 








Figura 1 – Macrociclo porfirínico. 
 
 
Os nomes atribuídos às primeiras porfirinas naturais isoladas e caracterizadas estavam 
associadas aos locais de isolamento. Por exemplo, a uroporfirina foi assim designada 
quando se isolou o derivado porfirínico contido na urina de pessoas que sofriam de 
porfiria. Actualmente, são aceites dois tipos de nomenclatura para denominar este tipo de 
compostos, uma proposta por Hans Fischer e a outra pela IUPAC, figura 2. Na primeira, 
são atribuída letras a cada anel pirrólico (A, B, C e D), números às posições β-pirrólicas 
(1-8) e caracteres gregos às posições meso (α, β, δ e γ). A nomenclatura proposta pela 
IUPAC é mais simples, numerando-se todos os átomos de carbono e de azoto, 






































Figura 2 – Sistema de numeração proposta por a) Hans Fischer e b) IUPAC. 
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As porfirinas e outros análogos tetrapirrólicos ocorrem abundantemente na natureza, 
estão presentes em animais e plantas, participando em determinados processos 
biológicos tais como: respiração, fotossíntese, transporte de electrões, diversas acções 
enzimáticas e em processos desintoxicação.1 
O grupo heme, protoporfirina IX complexada com Fe(II) Figura 3(a) e sintetizado pela 
primeira vez por Fischer em 1929, é o grupo prostético da hemoglobina e da mioglobina 
responsáveis, respectivamente, pelo transporte e armazenamento do oxigénio nos 
tecidos celulares. Este grupo pode também ser encontrado em diversas enzimas, nas 
peroxidases, catalases e nos citocromos, enzima que catalisa a oxidação de substratos 
com peróxido de hidrogénio, enzima que catalisa a degradação do peróxido de 
hidrogénio e enzima transportadora de electrões na cadeia transportadora de electrões, 
respectivamente.2 As clorofilas, responsáveis pela fotossíntese possuem uma estrutura 
análoga ao grupo heme, Figura 3(b). No entanto, o macrociclo encontra-se reduzido e 
coordenado com magnésio e os grupos substituintes, são também diferentes e estão de 
acordo com a função que desempenham. 
 
 
a)                                     b) 
 
Figura 3 – Estrutura do grupo heme e das clorofilas a e b (sintetizado por Woodward em 1960). 
 
 
As porfirinas são sistemas aromáticos que contêm 22 electrões pi, embora só 18 deles é 
que estão envolvidos na sua aromaticidade. Por cristalografia demonstra-se que a 
estrutura que as porfirinas apresentam é planar. O macrociclo porfirínico pode sofrer 
redução, originando derivados reduzidos do tipo clorina, isobacterioclorina e 
bacterioclorina (Figura 4) mantendo contudo o seu carácter aromático.3 
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Figura 4 – Derivados porfirínicos reduzidos. 
 
O carácter aromático destes macrociclos pode também ser comprovado por RMN 1H, 
uma vez que os sinais correspondentes à ressonância dos protões das posições β 
pirrólicas e das posições metínicas aparecem fortemente desprotegidos entre 8-9 ppm e 
10-11 ppm, respectivamente. Este aparecimento a campos baixos é devido ao efeito 
anisotrópico da corrente gerada pela circulação de electrões acima e abaixo do plano. Os 
sinais gerados devido à ressonância dos protões da cavidade do macrociclo surgem a 
campos mais altos, a um desvio químico entre -4 a -2 ppm, devido ao mesmo efeito, 
encontrando-se neste caso fortemente escudados.4 
 
Uma das características mais relevantes evidenciada pelas porfirinas é o seu espectro 
UV-Vis que explica as suas espectaculares cores intensas. 
Este tipo de espectros apresenta principalmente duas regiões distintas: uma a cerca 
390-425 nm onde se observa uma forte banda de absorção denominada por Banda Soret 
ou Banda B (característica da deslocalização dos 18 electrões pi) estando a outra região 
situada entre 480 – 750 nm onde se encontram normalmente 2 a 4 bandas Q, de 
densidade menor e variável (figura 5).4  
 
Figura 5 – Espectro do visível característico de uma porfirina do tipo Etio.1 
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A localização das bandas no espectro assim como a sua intensidade depende do local 
e do grau de substituição da porfirina (posições meso ou β-pirrólicas) e se esta se 
encontra complexada com um ião metálico ou não. A protonação dos azotos interiores do 
macrociclo também causa modificações no seu espectro do visível.1 
No que diz respeito às clorinas, isobacterioclorinas e bacterioclorinas estas apresentam 
espectros de UV-Vis ligeiramente diferentes, de um modo geral a última banda sofre um 
desvio batocrómico, isto é, desloca-se para maiores comprimentos de onda. Nas clorinas, 
compostos geralmente de coloração verde, a banda Q I aparece a 650 nm e tem uma 
intensidade superior à banda anterior. As isobacterioclorinas possuem uma cor rosa 
quando em solução, e apresentam a banda Q I com fraquíssima intensidade. As outras 
bandas Q apresentam intensidade decrescente com o aumento do comprimento de onda. 
Relativamente às bacterioclorinas, em solução são de cor verde-claro e o seu espectro 
de UV-Vis apresenta uma banda Q1 de forte intensidade entre os 700 e 750 nm. 
 
 
1.2 Reactividade das porfirinas 
 
As porfirinas como moléculas aromáticas que são, participam em reacções 
características dos compostos aromáticos e têm reactividade análoga a três tipos de 
sistemas: benzeno, piridina e alcenos.5 No entanto, a substituição aromática electrofílica 
(exemplo: nitração, halogenação, sulfonação, formilação, acilação e deuteração) são as 
mais importantes na química deste tipo de compostos. No interior do macrociclo pode 





As porfirinas e seus derivados têm aplicação em vastíssimas áreas, tais como: 
catálise,6 catálise enzimática,7 modelos biomiméticos,8 sensores químicos,9 sistemas 
optoelectrónicos,10 células fotovoltaicas,11 cristais liquídos,12 ou na esterilização de 
águas.13 São também utilizados como transportadores artificiais de oxigénio,13 na 
esterilização do sangue,15 e ainda na fotoinactivação de microorganismos (bactérias, 
fungos, protozoários e vírus.16 No entanto, encontram a sua aplicação mais importante na 
medicina na qual já são utilizados, com sucesso, no diagnóstico e tratamento de certos 
tumores – fotodiagnóstico (PD) e terapia fotodinâmica (PDT), respectivamente.17  
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A PDT combina o uso de luz branca ou luz de comprimento de onda na região do infra-
vermelho próximo com um fotossensibilizador (PS) na presença de O2. O PS pode ser 
administrado por via oral, tópica ou intravenosa. Após a administração deste, espera-se 
um determinado intervalo de tempo, previamente estabelecido e específico para cada PS, 
para que haja retenção do PS selectivamente nas células alvo e diferenciação das 
células normais. Após este período, irradiam-se as células alvo com luz com o 
comprimento de onda desejado, originando assim a destruição do tumor.18 
A destruição/morte das células cancerígenas pode ser explicada pelo diagrama de 
Jablonsky modificado, Figura 6. 
 
 
Figura 6 – Diagrama de Jablonsky modificado.18 
 
 
O fotossensibilizador possui um máximo de absorção ao comprimento de onda da luz 
incidente. No estado singuleto fundamental S0 os electrões do PS absorvem energia e 
passam a um estado excitado Sn. Quando se inicia o processo de decaimento os 
electrões podem perder energia por conversão interna ou relaxação vibracional até ao 
estado excitado S1. Nesse nível energético, o sensibilizador pode perder a parte que 
resta da energia inicialmente absorvida regressando ao estado fundamental com emissão 
de luz (fluorescência) ou pode, por cruzamento intersistemas, passar ao estado tripleto 
excitado Tn, podendo novamente perder energia por conversão interna até atingir o 
estado excitado T1. Este estado possui um tempo de vida suficientemente longo para que 
possam ocorrer dois tipos de reacções: 
 
• Reacção do tipo I – este é um mecanismo que gera compostos radicalares por 
transferência ou abstracção de electrões ou de átomos de H, respectivamente, do 
fotossensibilizador. Estes radicais livres ou iões radicalares reagem posteriormente com o 
A – absorção 
F – Fluorescência 
P – Fosforescência 
S – Estado singuleto 
T – Estado tripleto 
IC – Conversão interna 
ISC – cruzamento intersistemas 
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oxigénio molecular originando peróxidos e superóxidos, sofrendo as moléculas auto-
oxidação. 
 
• Reacção do tipo II – este é um mecanismo de transferência de energia do 
sensibilizador excitado no estado T1 para o oxigénio molecular que se encontra no estado 
tripleto fundamental (T0) originando oxigénio singuleto 1O2, retornando o sensibilizador ao 
estado fundamental. 
Sens (T1) + 3O2                              Sens (S0) + 1O2 
Biomolécula + 1O2                             Produtos 
 
Pensa-se ser este tipo de oxigénio, espécie bastante citotóxica, que reage com as 
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2.1 Introdução 
 
As aminas são um dos grupos funcionais mais comuns em compostos biologicamente 
activos (ex. aminoácidos, neurotransmissores) que ocorrem na natureza e são 
vastamente usadas na indústria química e farmacêutica na preparação de fármacos, 
agroquímicos, e como catalisadores para a produção de polímeros, principalmente 
poliuretanos.1 Devido às suas propriedades biológicas únicas, o grupo amina tem 
apresentado um papel importante no desenvolvimento de novas drogas no combate a 
certos tipos de doenças.2 Actualmente as poliaminas e os peptidomiméticos têm sido 
utilizados na química combinatorial para o fabrico de novas drogas.3 Em particular, a 
síntese de aminas secundárias tem sido alvo de interesse devido ao seu potencial 
carácter farmacológico.4 
Dada as diversas aplicações das aminas, o desenvolvimento de novas estratégias 
sintéticas para a sua obtenção e derivatização tem estimulado o interesse da comunidade 
científica. De acordo com procedimentos reportados na literatura, a alquilação de aminas 
é realizada normalmente por substituição nucleofílica empregando haletos de alquilo, 
sendo esta a aproximação sintética mais convencional.4 No entanto, há uma grande 
limitação associada a este método dado que, a alquilação directa de aminas origina 
muitas vezes os correspondentes sais de amónio quaternários, numa mistura de material 
de partida, aminas secundárias e terciárias.4,5 Outros reagentes, tais como, 
diazometano,6 sulfatos ou sulfonatos de alquilo7 são também usados, sendo mais baratos 
e nalguns casos ligeiramente menos tóxicos que os correspondentes haletos de alquilo, 
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A aminação redutiva é outro método de alquilação de aminas a partir de compostos 
carbonílicos.8 Os álcoois são também usados como agentes N-alquilantes catalisados por 
Ni, Rh, Ru, Ir ou alumina.9 Mais recentemente, o dimetilcarbonato é também usado para o 
mesmo fim, a N-alquilação (Esquema 3),10 dado que, o carbonato de dimetilo não é tóxico, 
ao contrário do iodeto de metilo e do sulfato de dimetilo (carcinogénicos e 



















Contudo, dada a abundância de ligações C-N em compostos naturais e também a sua 
aplicação na síntese de fármacos, herbicidas, pigmentos, como já foi referido, a 
comunidade científica prossegue a senda de optimizar as condições reaccionais, com o 
objectivo de obter uma síntese mais selectiva, com melhores rendimentos e num curto 
intervalo de tempo.12  
A maioria das reacções realizadas em síntese orgânica são efectuadas em 
aquecimento clássico, utilizando para esse efeito banhos de óleo, areia ou mantas de 
aquecimento. Este tipo de aquecimento por condução, com fontes externas, é lento e 
pouco eficiente dado que, depende da condutividade térmica dos materiais em uso. 
Neste caso, a temperatura do sistema não é homogénea existindo um gradiente de 
temperatura em que, na maioria das vezes, o vaso reaccional atinge uma temperatura 
superior à temperatura da mistura reaccional e em que para o sistema atingir o equilíbrio 
é necessário, muitas vezes, esperar horas (Figura 7). Uma outra desvantagem associada 
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a este tipo de aquecimento é o facto do gradiente de temperatura provocar locais de 
sobreaquecimento durante longos períodos, levando à possível degradação de reagentes 
e produtos.  
A radiação microondas tem sido aplicada com sucesso em vários campos da química, 
nomeadamente em síntese orgânica. Desde o primeiro trabalho reportado por Gedey e 
Giguere em 1986,13 mais de 3500 artigos foram publicados nesta área.  
A radiação microondas é uma radiação electromagnética, localizada entre a radiação 
infravermelha e as ondas rádio, com frequência entre os 0,3 e os 300 GHz. É 
habitualmente usada nas telecomunicações e radares, na confecção de alimentos e 
actualmente também utilizada nas diversas áreas da química (orgânica, inorgânica, 
analítica, ambiental, dos materiais, combinatória e organometálica). Convencionou-se, de 
modo a evitar interferências com outros dispositivos que utilizassem esta região do 
espectro electromagnético, que os microondas convencionais e industriais operem a 2,45 
GHz a que corresponde um comprimento de onda de 12,2 cm.14 Ao contrário do que 
acontece no aquecimento clássico, no aquecimento em microondas também conhecido 
por aquecimento dieléctrico, existe um aquecimento homogéneo e eficiente do sistema 
reaccional. É um aquecimento homogéneo dado que, a radiação não é absorvida pelo 
reactor (vidro, teflon ou quartzo, transparentes à radiação) interagindo este directamente 
com a mistura reaccional (reagentes, solventes e catalisadores), provocando um aumento 
rápido da temperatura, Figura 7. O aquecimento em MW é independente da 
condutividade térmica do material. Em suma, pode-se afirmar que este tipo de 
aquecimento tira partido das características dos materiais utilizados nas reacções 
químicas para transformar a energia electromagnética em calor.14 
 
 
   
 
Figura 7 – Gradientes de temperaturas invertidos. Comparação da temperatura atingida entre o 
aquecimento clássico (à direita) e o dieléctrico (à esquerda).  
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Como todos os tipos de radiação, a radiação microondas possui uma componente 
eléctrica e uma componente magnética. No entanto, é a componente eléctrica a 
responsável pelo aquecimento em microondas, o qual resulta essencialmente de dois 
tipos de mecanismos: a polarização dipolar e a condução iónica, Figura 8.14 
 
 




Quando um campo eléctrico é aplicado a um sistema, as moléculas polares que o 
constituem tendem a alinhar-se com o mesmo, por rotação. A frequência da radiação 
microondas é baixa o suficiente para permitir que os dipolos acompanhem a oscilação do 
campo eléctrico. No entanto, como o campo está constantemente a variar, vai existir uma 
diferença de fase entre o dipolo e a nova orientação do campo eléctrico, originando 
fricções e colisões entre as moléculas (aumento da agitação), havendo dissipação da 
energia na forma de calor, conduzindo a um aquecimento dipolar homogéneo.14 A 
condução iónica está relacionada com a existência de iões livres ou espécies iónicas na 
mistura reaccional. Estes iões, tais como os dipolos acima descritos, vão-se mover para 
cima e para baixo respondendo à oscilação do campo eléctrico. Mais uma vez, há um 
aumento da energia devido ao aumento da frequência das colisões, sendo a energia 
cinética convertida em calor. Encontra-se descrito na literatura que o mecanismo de 
condução iónica é mais eficiente que o de polarização dipolar na produção de calor.14 
Uma das características que melhor definem a radiação microondas é o facto desta 
acelerar as reacções químicas, o que se deve não só ao aquecimento homogéneo 
mencionado acima, mas também aos efeitos específicos, não térmicos, provenientes do 
uso deste tipo de radiação. Estes efeitos específicos dizem respeito às diferenças obtidas 
na síntese quando se realiza uma experiência em aquecimento clássico e outra, 
exactamente nas mesmas condições, em microondas. Se os resultados obtidos forem 
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diferentes, essas diferenças podem ser devido a variações no factor pré-exponencial, A, 
da equação de Arrhenius.14 
 
A síntese orgânica em microondas (MAOS) encontra-se dividida em duas categorias 
principais: 
• Reacções conduzidas na presença de solvente (síntese homogénea) 
• Reacções sem a presença de solvente 
 
As reacções realizadas na ausência de solvente ainda se podem subdividir em: 
• Reacções sem a presença de suportes ou catalisadores (neat reagents) 
• Reacções na presença de suportes 
• Reacções que usam catalisadores de transferência de fase (PTC) 
 
As reacções efectuadas na presença de solvente constituíram uma desvantagem dado 
aparecerem associadas a explosões devido ao superaquecimento dos solventes. 
Actualmente, aparelhos de MW para síntese orgânica possuem dispositivos de 
segurança que previnem este tipo de situação. 
Nas últimas décadas, a atenção da comunidade científica tem sido direccionada ainda 
para o uso de métodos ditos amigos do ambiente, a tão falada química “verde”. Como o 
objectivo de desenvolver processos químicos limpos e menos tóxicos. Nesta senda, têm 
sido publicados diversos artigos que descrevem o uso de radiação microondas usando 
meios reaccionais alternativos, nomeadamente a síntese sem solvente ou a utilização de 
solventes benignos.15 A água, que até aqui não era muito utilizada em química orgânica 
devido a problemas de solubilidade, vê agora uma grande aplicação quando combinada 
com a radiação microondas. Com o aumento da pressão e temperatura a constante 
dieléctrica da água, que em condições normais é elevada, diminui bastante (passa de 78 
a 25 ºC para 20 a 300 ºC) tornando-a um solvente com características semelhantes a um 
solvente orgânico.16 Além disso, aplicando pressões e temperaturas elevadas a 
solubilidade dos compostos orgânicos aumenta facilitando o método de purificação, uma 
vez que, quando a mistura reaccional arrefece até à temperatura ambiente, os compostos 
tornam-se de novo insolúveis.17  
As reacções em fase heterogénea utilizando suportes inorgânicos têm recebido 
especial atenção, quer a nível laboratorial quer a nível industrial. Ao contrário do que 
acontece no aquecimento convencional, óxidos minerais isoladores, apresentam-se 
bastante eficientes na absorção da radiação MW, originando um aquecimento rápido e 
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homogéneo. Os reagentes são adsorvidos à superfície do suporte (alumina, sílica-gel, 
argila, grafite entre outros) absorvendo a radiação. Este tipo de reacção tem a vantagem 
do suporte não absorver nem restringir a radiação, os produtos obtidos serem de fácil 
purificação, e muitas vezes apresentar maior selectividade. As selectividades obtidas 
através do MW dever-se-á ao aumento dos locais activos, dado que o reagente se 
encontra disperso pelos poros do suporte.18 Os catalisadores de transferência de fase 
(PTC) são substâncias que facilitam a migração de iões, num sistema heterogéneo, de 
uma fase para a outra, onde vai decorrer a reacção, acelerando-a. O PTC encapsula o 
ião, normalmente sais de amónio quaternários para aniões e éteres de coroa para 
catiões, formando assim um sistema anfifílico, hidrofílico no interior e hidrofóbico no 
exterior. Do uso de PTC resultam reacções com procedimentos mais simples, em 
condições suaves, mais baratas e muitas vezes mais amigas do ambiente devido ao 
possível uso de solventes e reagentes benignos.19 Mais recentemente, aos PTC 
associou-se a radiação microondas com grande sucesso, estando a origem do 
aquecimento na troca de iões. Estas reacções são feitas normalmente na ausência de 
solvente, à pressão normal em vasos abertos.20 
Os líquidos iónicos à temperatura ambiente apareceram, há relativamente pouco 
tempo, como uma nova classe de solventes estáveis e inertes em alternativa ao uso de 
solventes comuns. Devido à sua estabilidade térmica, apresentam excelentes 
propriedades dieléctricas (natureza iónica) e capacidade de dissolver quer compostos 
polares quer compostos apolares, orgânicos e inorgânicos sendo ainda compatíveis com 
muitos catalisadores orgânicos tendo sido extensamente utilizados em síntese orgânica 
em microondas. 
 
Resumindo, o uso de MW apresenta como principais vantagens: 
• Reacções muita rápidas, normalmente efectuadas em minutos, a temperaturas 
elevadas e homogéneas, com possível aplicação de pressão quando realizadas em 
vaso fechado; 
• Obtenção de elevados graus de pureza devido ao reduzido tempo a que os 
reagentes e produtos estão expostos a temperaturas elevadas, diminuindo a 
formação de produtos secundários e a ocorrência de reacções paralelas; 
• Aumento da selectividade; 
• Fácil purificação; 
• Aumento do rendimento e boa reprodutibilidade; 
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• Possibilidade de efectuar reacções sem solvente ou em suportes inorgânicos 
sólidos, havendo uma aproximação clara à química “verde”. 
• Uso da água e/ou líquidos iónicos como solventes orgânicos. 
 
Dado o elevado carácter tóxico, carcinogénico e teratogénico do iodeto de metilo, um 
dos agentes alquilantes de eleição em síntese orgânica, este trabalho teve como principal 
objectivo utilizar sais quaternários de amónio, que não possuem propriedades 
carcinogénicas, na alquilação de porfirinas e seus derivados. Propôs-se a realização 
destas alquilações em MW e por comparação com a reacção em aquecimento clássico, 
mostrar os benefícios do uso deste tipo de radiação. Com o aumento da 
consciencialização para uma aproximação à química verde, tentou-se ainda realizar as 
reacções na ausência de solvente. 
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2.2 Apresentação e discussão de resultados 
 
O estudo de alquilação de macrociclos porfirínicos e seus derivados com sais 
quaternários de amónio, teve origem na obtenção de uma clorina com um grupo butilo, a 
N-butilclorina 4, como produto secundário, quando se tentava proceder ao acoplamento 
do açúcar 2 com a clorina 1 em MW, Esquema 4, durante um trabalho desenvolvido 






















































O macrociclo porfirínico que deu origem após transformação à N-H clorina 1, a meso-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 5, foi sintetizada por um método não clássico em 
microondas, Esquema 5, a partir da condensação do pirrol com o pentafluorobenzaldeído 
em ácido acético, durante 5 min a 650 W, em vaso fechado.22 Existem vários métodos de 
síntese de porfirinas descritos que, em alguns casos, utilizam nitrobenzeno como 
oxidante do porfirinogéneo.23 O método utilizando radiação MW, para além de não usar 
qualquer agente oxidante incluindo o nitrobenzeno, traz ainda a vantagem da síntese se 
realizar em apenas 5 min. Por análise dos respectivos espectros de RMN 1H e UV-Vis 
confirmou-se que a porfirina 5 não se encontrava contaminada pela respectiva clorina, 
tendo sido obtida depois de purificada e cristalizada com um rendimento de 8%. Este 
rendimento é análogo ao obtido em condições clássicas, utilizando aquecimento em 
banho de óleo, e em que é utilizado nitrobenzeno, sendo a reacção realizada durante 1 
hora, razão pela qual se optou pelo método descrito. 
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A N-H clorina 1 foi obtida por reacção 1,3-dipolar entre a porfirina 5 e o ileto 
azometínico 6. O ileto azometínico pode ser obtido por reacção entre um composto 
carbonílico com um α-aminoácido, com consequente descarboxilação térmica do sal de 
imina. Neste caso, fez-se reagir a glicina com o paraformaldeído na presença da porfirina 
5 em tolueno a refluxo obtendo-se, após tratamento ácido, a N-H clorina 1 com um 
rendimento de 43%, Esquema 6. Por análise de UV-Vis observou-se ainda a presença de 
bacterioclorina 7 na mistura reaccional e por TLC a formação de isobacterioclorina 8 com 
a sua cor rosa característica, Esquema 6. Na realidade, a reacção descrita no Esquema 6 
conduz inicialmente à formação de dímeros obtidos pela reacção de duas moléculas da 
N-H clorina 1 com o paraformaldeído. Após se ter procedido a uma cromatografia em 
coluna de sílica flash, a mistura constituída pela N-H clorina 1 e dímeros foi sujeita a 
tratamento com uma solução aquosa de TFA, para promover a hidrólise dimérica. Nesse 
sentido, à mistura de clorinas foi adicionado diclorometano e a solução aquosa de 
TFA/H2O. A mistura reagiu durante 4 horas à temperatura ambiente. A N-H clorina 1 foi 
caracterizada por RMN 1H e por espectrometria de massa, estando os dados 
espectroscópicos de acordo com o descrito na literatura.24 
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Uma vez obtida a N-H clorina 1, procedeu-se então ao acoplamento com a unidade 
glicosídica, a galactose 2. A reacção foi efectuada, como já referido, em microondas a 
780 W, em vaso aberto, durante 10 min, sem solvente, na presença de um catalisador de 
transferência de fase o brometo de tetrabutilamónio (TBAB) (2 equiv.), Esquema 4. Após 
arrefecimento e conveniente tratamento da reacção, a mistura reaccional foi separada por 
cromatografia preparativa em camada fina verificando-se a existência de um segundo 
composto, menos polar, para além do produto desejado. Após caracterização constatou-
se que o produto obtido se tratava da N-butilclorina 4, resultante da reacção da N-H 
clorina 1 com TBAB. A clorina glicosilada 3 e a N-butilclorina 4 foram isoladas e 
caracterizadas por RMN e espectrometria de massa, tendo sido obtidas com um 
rendimento de 57% e 17%, respectivamente (Esquema 4). 
 
 
O facto de se ter obtido a N-butilclorina 4 levou-nos a ponderar o uso de sais 
quaternários de tetra-alquilamónio como agentes alquilantes de aminas, em alternativa a 
outros métodos de alquilação de aminas descritos na literatura (Cap. I). Este estudo de 
reactividade de sais quaternários na alquilação de aminas envolveu a utilização de, para 
além do TBAB, do brometo de tetrametilamónio (TMAB), do brometo de tetraetilamónio 
(TEAB) e do brometo de tetra-hexilamónio (THAB). 
Em todos os ensaios, a purificação dos compostos obtidos envolveu a lavagem da 
mistura reaccional com água e consequente extracção com diclorometano. Seguido da 
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aplicação da mistura reaccional em placas de TLC preparativa, utilizando como eluente 
uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1). Este estudo envolveu condições de 
aquecimento clássico e em MW. É de referir que, ao longo do estudo de alquilação da N-
H clorina 1, não se quantificou o material de partida que ficou por reagir, uma vez que 
este se desdobra em várias manchas na sílica.  
O estudo iniciou-se com a repetição da reacção descrita no Esquema 4, nas mesmas 
condições, no entanto na ausência da unidade glicosídica. Realizaram-se três ensaios, 
em que se fizeram variar o número de equivalentes de TBAB utilizados e a adição de 
carbonato de potássio, as condições encontram-se descritas na Tabela I. Nas melhores 
condições reaccionais, a N-butilclorina 4 foi obtida com um rendimento de 33% em MW, 
por reacção da N-H clorina 1 com o TBAB (20 equiv.) em 15 min, utilizando uma potência 
de 780 W. 
 
Tabela I – Condições utilizadas na alquilação da N-H clorina 1 com TBAB em MW, 
aplicando uma potência de 780 W, na ausência de solvente. 
 
TBAB / equiv. K2CO3 / equiv. Tempo/ min 5 / % 1 / % 4 / % 
2 --- 45 vest. --- --- 
20 --- 15 vest. --- 27 
20 4 15 vest. --- 33 
 
No primeiro ensaio utilizaram-se 2 equiv. de TBAB, uma vez que foi a quantidade 
utilizada na síntese da N-açúcar clorina 3. Constatou-se que com essa quantidade de sal 
a reacção não ocorria, mesmo aumentando o tempo reaccional. Pela análise da Tabela I, 
verifica-se que é necessário um grande excesso de TBAB (20 equiv.) para que a reacção 
de N-alquilação se dê. 
O objectivo seguinte foi efectuar a mesma reacção de N-alquilação, no entanto, em 
condições de aquecimento clássico. Foram realizados dois ensaios, na presença e na 
ausência de solvente. As reacções foram efectuadas a 110 ºC sob atmosfera de azoto. 
Dado que o TBAB funde a aproximadamente 100 ºC, escolheu-se o tolueno como 
solvente a utilizar no decurso da reacção. As reacções foram efectuadas na presença de 
20 equiv. de TBAB e 4 equiv. de K2CO3, durante 22 h. Na reacção realizada na ausência 
de solvente não se obteve o produto resultante da N-alquilação, enquanto que, usando 
tolueno como solvente a N-butilclorina 4 foi obtida com um rendimento de 20%. Os 
resultados encontram-se expressos na Tabela II. 
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Tabela II – Condições utilizadas na alquilação da N-H clorina 1 com TBAB (20 equiv.) e 
K2CO3 (4 equiv.), em condições clássicas durante 22 h. 
 
Solvente Tempo / h 5 / % 1 / % 4 / % 
--- 22 --- obs. vestigial 
Tolueno 22 --- obs. 20 
 
Nas reacções realizadas em MW observou-se ainda o aparecimento de uma nova 
mancha de cor castanha bastante mais apolar que o produto pretendido. Após análise 
por UV-Vis e TLC concluiu-se que esta mancha correspondia à porfirina 5 e que seria 
resultante de um processo de retrocicloadição (RCA). A fracção constituída pela porfirina 
5 não foi quantificada uma vez que se obteve numa quantidade vestigial. Nas reacções 
realizadas em aquecimento clássico isso não se verificou. 
Em MW todo o material de partida foi consumido, ao contrário do que acontece em 
aquecimento clássico, portanto presume-se que tenha havido degradação dos reagentes 
e/ou produto formado, dado o fraco rendimento com que a N-butilclorina 4 foi obtida e a 
base formada. Em aquecimento clássico observou-se também degradação e verifica-se 
ainda que é necessário a presença de solvente para que a N-alquilação ocorra. 
Comparando os dois tipos de aquecimento, o aquecimento em microondas traz contudo 
a vantagem de se obter o produto de alquilação em maior rendimento, num curtíssimo 
intervalo de tempo e na ausência de solvente. 
 
Estendeu-se este estudo a outros sais quaternários de amónio. Assim foi-se estudar a 
reactividade do THAB na N-alquilação da N-H clorina 1, Esquema 7, tendo-se realizado 
as reacções em MW e sob aquecimento clássico. A reacção foi efectuada sem problemas 
em MW durante 15 min, usando, tal como anteriormente, 20 equiv. do sal e 4 equiv. de 
K2CO3 na ausência de solvente. A N-hexilclorina 9 foi, depois de purificada, obtida num 
rendimento de 30%. Com o intuito de obter a N,N-di-hexilclorina catiónica 9 prolongou-se 
o tempo reaccional por mais 15 min, no entanto tal não aconteceu. Para além de não se 
ter obtido a clorina catiónica, também não se conseguiu aumentar o rendimento da N-
hexilclorina 9, pelo que tudo parece apontar para que haja essencialmente degradação 
do reagente de partida. Em condições de aquecimento clássico, a N-hexilclorina 9 foi 
obtida com um rendimento de 47% em tolueno, usando a mesma quantidade de sal que 
no aquecimento em MW, mas em 22 h e 30 min. Os resultados obtidos encontram-se 
sumariados na Tabela III. 
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Tabela III – Condições reaccionais utilizadas na N-hexilação da N-H clorina 1, utilizando 
20 equivalentes de THAB e 4 equiv. de K2CO3.  
 
 
Aquecimento Solvente Tempo 5 / % 1 / % 9 / % 
MW a) --- 15 min vest. --- 30 
MW  a) --- 30 min vest. --- 32 
∆ b) tolueno 22,5 h --- vest. 47 
a)
 Potência utilizada – 780 W; b) Temperatura – refluxo tolueno (110 ºC) 
 
 
Com este sal (THAB) obteve-se um melhor rendimento (47%) em aquecimento 
clássico, usando tolueno como solvente à temperatura de refluxo. No entanto, foram 
necessárias 22 h e 30 min para que o produto pretendido se formasse, havendo uma 
quantidade mínima de material de partida que ficou por reagir, o que não se verificou em 
MW.  
 
Quando se estendeu o estudo ao TEAB e ao TMAB, Esquema 8, as reacções de N-
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Inicialmente realizou-se uma reacção em condições análogas às anteriormente 
descritas para MW, com a mesma quantidade de TEAB e K2CO3, na ausência de 
solvente e aplicando uma potência de 780 W. No entanto, observou-se que quando se 
faz a reacção a esta potência, a temperatura resultante do aquecimento do sistema não é 
suficiente para se obter a fusão do TEAB, uma vez que o ponto de fusão deste é 285 ºC. 
Procedeu-se então à escolha de um solvente adequado ao desenvolvimento da reacção. 
No entanto, outra adversidade surgiu, este sal é insolúvel na maioria dos solventes 
orgânicos comuns (tolueno, diclorometano, clorofórmio, metanol, acetona, o-
clorobenzeno, 1,2-dicloroetano). Dado que o composto não se dissolve em o-
clorobenzeno e 1,2-dicloroetano, bons solventes para uso em MW, decidiu-se 
experimentar a reacção em acetonitrilo, que absorve bastante eficazmente em MW, dado 
se ter observado a solubilidade parcial com o aumento da temperatura e no qual a N-H 
clorina 1 é solúvel. A primeira tentativa realizada utilizando acetonitrilo como solvente 
efectuou-se aplicando a mesma potência (780 W) mas, mais uma vez não se observou a 
formação de produto desejado, nem se observou a dissolução completa do sal. Decidiu-
se então juntar um pouco de água para ver se o problema da insolubilidade do sal era 
contornado. No entanto, esta mistura absorvia a radiação tão eficazmente que, a 
temperatura da mistura reaccional atingia os 140 ºC em menos de 2 min, fazendo 
disparar o sensor do MW. Observou-se também que os reagentes ficavam agarrados ao 
sensor de temperatura do MW. Foram ainda realizados algumas tentativas utilizando 
como solvente o acetonitrilo e fazendo variar a quantidade de equivalentes de sal e o 
tempo de reacção. No entanto, todas estas tentativas mostraram-se infrutíferas na 
obtenção do produto 10. 
Em aquecimento clássico tentou-se obter a N-etilclorina 10, utilizando tolueno a refluxo, 
20 equiv. do sal de amónio e na presença de carbonato, durante 22h mas sem quaisquer 
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resultados positivos. As diversas condições reaccionais testadas encontram-se 
sumariadas na Tabela IV. 
 
Tabela IV – Condições reaccionais testadas na N-etilação da N-H clorina 1 com TEAB, 





Tempo 5 / % 10 / % 
MW ª --- 20 15 min vest. --- 
MW ª Acetonitrilo 20 15 min vest. --- 
MW ª 
Acetonitrilo/H2O 
(4:1) 20 15 min  
vest. 
--- 
MW ª Acetonitrilo 50 30 min vest. --- 
∆ b tolueno 20 22 h --- --- 
a)
 Potência utilizada – 780 W; b) Temperatura – refluxo tolueno (110 ºC) 
 
É de referir que, tanto em MW como em aquecimento clássico se verificou parcial 
degradação da N-H clorina 1, como já se tinha observado nas reacções anteriormente 
descritas. 
Comportamento análogo foi obtido quando se utilizou o TMAB. Todavia, imperativos de 
ordem técnica tornaram apenas possível a realização da reacção em MW, de um modo 
não contínuo, durante 15 min, usando acetonitrilo como solvente, 50 equivalentes de 
TMAB aplicando uma potência de 780 W (Esquema 9). Quando se diz que a síntese foi 
feita de modo não contínuo, significa que o aquecimento do sistema a esta potência e 
com este solvente é tal que a temperatura que atinge faz disparar o sensor de segurança 
do MW. Desta maneira, obtiveram-se quantidades vestigiais do produto pretendido, que 
foi confirmado comparativamente com um padrão existente obtido por outra via sintética e 
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Todos os compostos obtidos foram caracterizados por espectroscopia de UV-Vis, RMN 
1H e espectrometria de massa. Na Tabela V encontram-se sumariados os dados de RMN 
de 1H obtidos para os novos compostos 4 e 9. 
 
Tabela V – Valores dos desvios químicos (δ, ppm, a partir do TMS) de RMN 1H, 












NH s -1,82 2 --- NH s -1,83 2 --- 
H4 t 0,82 3 7,2 H6 t 0,80 3 6,6 
H2 e H3 m 1,37-1,61 4 --- H2, H3, H4, H5 m 1,43-1,88 8 --- 
H1 t 2,26 2 7,5 H1 m 2,20-2,31 2 --- 
Hpirrolidina m 2,49-2,53 2 --- Hpirrolidina m 2,47-2,53 2 --- 
Hpirrolidina m 3,15-3,20 2 --- Hpirrolidina m 3,14-3,19 2 --- 
Hβpirrólicos reduzidos m 5,22-5,24 2 --- Hβpirrólicos reduzidos m 5,21-5,24 2 --- 
Hβpirrólicos d 8,39 2 4,9 Hβpirrólicos d 8,39 2 4,8 
Hβpirrólicos s 8,48 2 --- Hβpirrólicos s 8,48 2 --- 
Hβpirrólicos d 8,71 2 4,9 Hβpirrólicos d 8,72 2 4,8 
 
A análise de RMN de 1H dos derivados N-alquilados revela a presença de sinais devido 
à ressonância dos protões β-pirrólicos do macrociclo porfirínico na região aromática entre 
8,72 e 8,39 ppm. Os sinais na forma de multipleto característicos da ressonância dos 
protões β-pirrólicos de um
 
anel pirrólico reduzido surgem a 5,21-5,24 ppm enquanto que, 
os sinais devido à ressonância dos protões do grupo alquilo surgem na zona alifática do 
espectro de RMN de 1H entre 0,80 (CH3) e 2,31 (H1) ppm. Os protões mais protegidos 
são os NH, por se encontrarem no interior do derivado porfirínico e a sua ressonância 
gera o sinal na forma de singuleto a -1,82 ppm. Estes espectros apresentam ainda dois 
sinais na forma de um multipleto correspondendo à ressonância de dois protões cada e 
que são gerados pelos hidrogénios do anel pirrolidina presentes no macrociclo. 
Todos os espectros de massa apresentam picos para a razão m/z de acordo com as 
estruturas propostas. 
Os espectros de UV-vis estão de acordo com a presença de um macrociclo reduzido na 
qual a primeira banda Q que surge a valores próximos de 650 nm apresenta uma 
intensidade superior às restantes bandas Q. 
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Em paralelo ao estudo de N-alquilação com os sais quaternários de amónio da N-H 
clorina 1, em que está presente um grupo amina secundário, efectuaram-se ainda 
estudos de alquilação de uma amina primária, com o intuito de conseguir alcançar a 
quaternização desta em MW utilizando este tipo de sais. Para tal, utilizou-se a 5-(4-
aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 como “template” da amina primária. 
 
Começou-se por sintetizar a meso-tetrafenilporfirina 12 (TPP) por reacção do pirrol com 
o benzaldeído, em ácido acético glacial e nitrobenzeno, a 120 ºC durante 60 min, 
Esquema 10. A porfirina 12 foi obtida, por cristalização directa do meio reaccional com 



















A porfirina 12 foi sujeita a nitração por reacção com nitrito de sódio em ácido 
trifluoroacético (TFA) à temperatura ambiente durante 2,5 min (Esquema 11).25 Após 
neutralização da mistura reaccional com hidrogenocarbonato de sódio, extracção com 
diclorometano e secagem por sulfato de sódio anidro, esta foi purificada e os diversos 
produtos obtidos separados em coluna de sílica. Obteve-se uma quantidade mínima de 
porfirina 12 que ficou por reagir e os produtos de poli-nitração que se obtiveram não 
foram quantificados. A porfirina 13 foi, de seguida, reduzida por tratamento com cloreto 
de estanho na presença de ácido clorídrico durante 1 h a 65 ºC, Esquema 11. Após 
neutralização com hidrogenocarbonato de sódio e extracção da porfirina com 
diclorometano, obteve-se a porfirina 14, por cristalização com diclorometano/hexano, com 
um rendimento de 78%. 
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Tendo já disponível o macrociclo 14 (amina primária), iniciou-se então o estudo de N-
alquilação com os sais de tetra-alquilamónio, quer em condições de aquecimento clássico 
quer utilizando as MW.  
Tal como descrito para a N-H clorina 1, a primeira alquilação foi efectuada utilizando o 
TBAB. A reacção entre a porfirina 14 e o TBAB foi efectuada em MW durante 15 min 
aplicando a potência de 780 W, Esquema 12, tendo-se obtido as porfirinas mono e di-
alquiladas 15 e 16, respectivamente.  
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As primeiras reacções foram controladas por TLC de 5 em 5 min tendo-se verificado 
que ao fim de 5 min quase todo o material de partida 14 tinha sido consumido e que havia 
já formação do produto mono e di-alquilado, porfirina 15 e 16, respectivamente. Com o 
decorrer da reacção o produto resultante da mono-alquilação 15 foi sendo consumido 
tendo-se convertido no produto di-alquilado 16. O tratamento da reacção envolveu a 
lavagem da reacção com água, extraindo-se a mistura reaccional com diclorometano. A 
mistura reaccional foi separada em placas de sílica preparativa usando diclorometano 
como eluente. Na Tabela VI encontram-se sumariadas as condições testadas e os 
rendimentos com que foram obtidos os produtos resultante da mono e di-alquilação, 
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Tabela VI – Condições testadas na N-alquilação da porfirina 14, utilizando 20 
equivalentes de TBAB e 8 equivalentes de K2CO3. 
 
Aquecimento Solvente Tempo 
η (%) 
14 (recup.) 15 16 
MW a) --- 5 min --- 57 34 
MW a) --- 15 min --- Vest. 57 
MW a) --- 30 min --- --- 72 
∆ b) --- 22 h 24 27 12 
∆ b) tolueno 22h Vest. 59 9 
a)
 Potência utilizada – 780 W; b) Temperatura – 110 ºC. 
 
Pela observação da tabela, pode-se verificar que a reacção em MW, como já se estava 
à espera, é bastante mais rápida. Em qualquer dos três ensaios descritos em MW, o 
reagente de partida foi todo consumido, ao contrário do que acontece em aquecimento 
clássico. Neste último, observou-se uma quantidade vestigial de porfirina 14 que ficou por 
reagir quando se usou tolueno como solvente, e na ausência deste recuperou-se ainda 
24% do mesmo.  
Em MW, quando se realizou a reacção durante 15 min obteve-se o produto de di-
alquilação, porfirina 16, como produto maioritário (57%). Tentou-se prolongar o tempo 
reaccional para 30 min, de modo a forçar a reacção no sentido da formação do produto 
catiónico, um dos principais objectivos do trabalho proposto, não tendo este sido atingido. 
Apesar disso, verificou-se um aumento bastante satisfatório do rendimento do produto di-
alquilado 16 (72%). Um outro objectivo do presente trabalho seria encontrar condições 
reaccionais que permitissem de forma eficiente obter selectivamente os vários produtos 
resultantes da alquilação. Tendo este objectivo em mente, diminuiu-se o tempo 
reaccional para apenas 5 min. Ao fim de 2 min e 45 segundos observou-se a fusão do 
TBAB, pelo que se controlou a reacção aos 3, 4 e 5 min. Aos 3 min de reacção a análise 
por TLC da mistura reaccional revelou já haver porfirina 15 e 16 formada, mas existia 
ainda reagente de partida por reagir, tal como aos 4 min. Deu-se por terminada a reacção 
ao fim de 5 min, quando o material de partida tinha sido todo consumido. As porfirinas 15 
e 16 foram obtidas com um rendimento de 57 e 34%, respectivamente. Concluiu-se deste 
ensaio, que a partir do momento em que se forma a porfirina mono-alquilada 15, ela 
reage de imediato para originar a porfirina 16, no entanto o prosseguimento da reacção 
não resulta na formação do produto catiónico. 
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Os resultados obtidos no aquecimento clássico são também bastante satisfatórios, 
chegando mesmo a haver consumo quase total da porfirina de partida 14. Ao contrário da 
N-H clorina 1 a porfirina 14 reagiu na ausência de solvente em condições de aquecimento 
clássico, obtendo-se o produto de mono-alquilação 15 como produto maioritário. 
Comparando os dois tipos de aquecimento, pode-se verificar mais uma vez que a 
síntese em MW é bastante mais rápida e eficiente, tal como acontecia para a N-H clorina 
1. Em apenas 5 min obtém-se os dois produtos resultantes da mono-alquilação, 
contrastando com as 22 h requeridas em aquecimento clássico e na ausência de 
solvente. Por outro lado, a reacção em MW é selectiva para a di-alquilação com o 
aumento do tempo reaccional, enquanto que, em condições clássicas se conseguiu obter 
maioritariamente o produto mono-alquilado 15, quando se usou tolueno como solvente. 
 
Tendo-se obtido resultados bastante satisfatórios, estendeu-se o estudo de N-
alquilação ao sal THAB tendo-se observado um comportamento análogo ao encontrado 
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A reacção foi novamente realizada quer em MW quer em aquecimento clássico, 
utilizando também 20 equiv. do sal e 8 equiv. de K2CO3. Em MW ensaiaram-se dois 
tempos reaccionais, 15 e 30 min, mais uma vez com o intuito de obter o derivado 
catiónico. Em aquecimento clássico a reacção foi realizada em tolueno, a refluxo, durante 
22 h. As condições reaccionais testadas encontram-se descritas na Tabela VII. A 
purificação das reacções foi feita de acordo com o descrito anteriormente para o sal de 
TBAB. 
Quando a reacção ocorreu sob aquecimento clássico e utilizando tolueno como 
solvente, surgiu uma pequena mancha de polaridade intermédia entre a porfirina de 
partida 14 e a porfirina mono-alquilada 17, de cor rosa, que foi analisada por RMN 1H e 
por espectrometria de massa, tendo esta revelado um pico de m/z de 841,4. No entanto, 
apesar do espectro de RMN de 1H ser aparentemente simples, não foi possível até à data 
propor qualquer estrutura, aguardando-se a realização de estudos bidimensionais.  
 
Tabela VII – Condições testadas na N-alquilação da porfirina 14, utilizando 20 






14 (recup.) 17 18 
MW a) --- 15 min Vest. 48 17 
MW a) --- 30 min --- --- 77 
∆ b) tolueno 22 h Vest. 32 17 
a)
 Potência utilizada – 780 W; b) Temperatura – 110 ºC. 
 
Durante o ensaio realizado em 15 min verificou-se que o sal fundia ao fim de 7 min. A 
reacção foi portanto monitorizada por TLC aos 7, 9 e 11 min, dando-se por terminada aos 
15 min por quase não existir material de partida por reagir. Mais uma vez não foi possível 
parar a reacção no produto de mono-alquilação 17, dado que uma vez formado reage de 
imediato para formar o produto de di-alquialção 18. Estes produtos foram obtidos com um 
rendimento de 48 e 17%, respectivamente. Ao prolongar a reacção por mais 15 min, 
verificou-se que não se conseguiu obter a cationização da porfirina 14, no entanto a 
reacção foi selectiva para o produto de di-alquialção 18 que foi obtido com 77% de 
rendimento. Em aquecimento clássico e em tolueno obteve-se uma mistura dos produtos 
mono- e di-alquilados num rendimento de 32 e 17%, respectivamente. Verifica-se mais 
uma vez a vantagem do uso da radiação MW face ao aquecimento tradicional. De novo, 
Capítulo II – Apresentação e discussão de resultados                                                                    37 
Universidade de Aveiro 
obtêm-se menores tempos de reacção e ao fim de 30 min em MW a reacção é selectiva 
para a di-alquilação, obtendo-se a porfirina 18 com um rendimento de 77%. 
Comparando esta alquilação com a alquilação anterior, com TBAB, pode-se afirmar que 
o THAB apresenta uma reactividade ligeiramente diferente. Verifica-se que ao fim de 15 
min o TBAB dá origem somente ao produto di-alquilado (57%), enquanto que com o 
THAB, para o mesmo tempo reaccional, se obtém uma mistura de porfirinas mono- e di-
alquiladas (48 e 17% respectivamente). Todavia a tempos mais longos (30 min) ambos 
os sais apresentam rendimentos para o derivado di-alquilado semelhantes (72 e 77%, 
respectivamente). 
 
Uma vez sintetizados os derivados mono- e di-alquilados 17 e 18, passou-se ao 






















Da tentativa de alquilação da N-H clorina 1 com o TEAB, já se tinha uma noção da 
dificuldade de usar este sal como agente alquilante, devido a problemas de insolubilidade 
e elevado ponto de fusão. No entanto, a reacção da porfirina 14 com o TEAB foi 
intensamente estudada com vista à obtenção dos produtos pretendidos. Foram testadas 
várias aproximações, nomeadamente potência, solvente, tempo e temperatura. Quando 
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se utilizou uma potência de 780 W e acetonitrilo como solvente verificou-se que o sal e a 
porfirina ficavam agarrados ao sensor o que pareceu indicar que a potência em uso era 
demasiado elevada. Tentou-se contudo fixar a temperatura a 100 ºC aplicando-se uma 
potência adequada, mas nunca superior a 160 W. Como não se obteve qualquer produto 
da reacção, tentou-se utilizar um solvente mais polar e que absorvesse melhor a radiação 
MW. O solvente escolhido foi a dimetilformamida (DMF) e, num primeiro ensaio aplicou-
se uma potência máxima de 800 W de modo a manter a temperatura (110 ºC) constante, 
não se tendo verificado a ocorrência de reacção, tendo-se recuperado a porfirina de 
partida 14. Verificou-se que no decurso da experiência por diversas vezes deixava de 
haver irradiação da amostra (P=0 W) pelo que, no passo seguinte se diminuiu 
drasticamente a potência máxima para 250 W, mas de modo a assegurar que a DMF 
estivesse è temperatura de refluxo (155 ºC). Verificou-se que a porfirina 14 reagiu em 
muito pouca quantidade, encontrando-se os resultados obtidos sumariados na Tabela 
VIII. 
 
Tabela VIII – Diferentes condições reaccionais testadas na etilação da porfirina 14 com 









 η (%) 
19 20 
--- 15 + 15          780 --- --- 
Acetonitrilo 30   780 --- --- 












a)Controlo de temperatura com corte de potência 
 
Em paralelo a estas reacções realizaram-se também reacções em aquecimento 
clássico, cujas condições se encontram resumidas na Tabela IX. A primeira reacção foi 
feita em acetonitrilo, com 50 equiv. de TEAB, a refluxo durante 42 h, sem que tivesse 
ocorrido reacção. Foi também experimentada a dimetilformamida (DMF) como solvente, 
tendo a reacção sido mantida a 60 ºC e na presença de t-BuOK. Neste caso, fez-se 
reagir a porfirina 14 com o t-BuOK durante 30 min, tempo suficiente para gerar o anião. 
Findo esse tempo, adicionou-se o TEAB. Ao fim de 5 h não havia produto formado, pelo 
que se aumentou a temperatura para 110 ºC e se adicionou mais 50 equiv. de sal, 
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deixando-se mais 14,5 h. No entanto não se obteve qualquer produto resultante da 
reacção. 
 
Tabela IX – Diferentes condições reaccionais testadas na etilação da porfirina 14 com 
TEAB (50 equiv.) em aquecimento clássico. Equivalentes de base usada: 8 de K2CO3 ou 








14  (recup.) 19 20 




5 +  
14,5 
100 --- --- 
 
 
Dado não se terem obtido resultados na alquilação da porfirina 14 com o TEAB, 
decidiu-se complexar o macrociclo com zinco, Esquema 15, dado que porfirinas 
complexadas com iões metálicos apresentam reactividade diferente. Escolheu-se o ião 





















A reacção de complexação da porfirina 14 foi feita com acetato de zinco di-hidratado a 
60 ºC durante 30 min, numa mistura clorofórmio/metanol. Após terminada a reacção, o 
solvente foi evaporado a pressão reduzida. Lavou-se a mistura reaccional com água, 
neutralizou-se com NaHCO3 e secou-se sob sulfato de sódio anidro. Depois de 
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concentrada a porfirina complexada com zinco 21 foi cristalizada em 
diclorometano/hexano tendo sido obtida quantitativamente. Esta porfirina é 
particularmente insolúvel em diclorometano, acetato de etilo, metanol e acetona. 
Conseguiu-se, no entanto, dissolver numa mistura de diclorometano com 5% de metanol.  
 

























A primeira tentativa foi feita em aquecimento clássico, usando DMF como solvente e 50 
equiv. de TEAB, a 70 ºC e t-BuOK como base. Ao fim de 19 h de reacção não se 
observou qualquer alteração pelo que, se aumentou a temperatura para 155 ºC. Ao fim 
de 3 dias de reacção foi terminada uma vez que, o reagente de partida tinha sido quase 
todo consumido. Evaporou-se a DMF, lavou-se a mistura reaccional com água, extraiu-se 
com diclorometano, secou-se sob sulfato de sódio e procedeu-se à separação da mistura 
reaccional por cromatografia preparativa em sílica, usando clorofórmio como eluente. 
Com este eluente conseguiram-se separar quatro fracções, correspondendo as duas 
primeiras, menos polares, provavelmente aos derivados alquilados e a 3ª fracção ao 
reagente de partida que não foi quantificado por ser em quantidade vestigial. A 4ª 
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fracção, correspondente ao produto obtido mais polar, foi separada e eluída novamente 
com clorofórmio/metanol (1%). Essa fracção desdobrou-se em três fracções, todas de cor 
rosa e em muito pouca quantidade, o que impossibilitou a sua elucidação estrutural. Após 
isolamento, análise por RMN 1H e espectrometria de massa das duas fracções 
maioritárias e menos polares concluiu-se tratar-se das porfirinas 23 e 22, sendo a fracção 
menos polar o derivado di-alquilado 23. 
O objectivo seguinte foi precisamente encontrar condições para desenvolver esta 
reacção em MW. Utilizou-se o seguinte programa: 800 W no 1º min, de modo a atingir os 
155 ºC e nos seguintes minutos a potência adequada para que a temperatura permaneça 
constante (máx. 250 W) e de modo a não cessar a radiação após o estabelecimento 
destas condições. Verificou-se que, ao fim de 15 min não houve formação de qualquer 
produto menos polar que o material de partida que corresponderia aos produtos 22 e 23. 
No entanto, ao contrário do que se esperava, surgiu uma fracção de cor rosa, mais polar 
que a metaloporfirina 21, que por ser também em tão pouca quantidade não pode ser 
caracterizada. Continuou-se a reacção, controlando-a de 15 em 15 min, até que se 
decidiu dar por terminada ao fim de 2h 30 min, apesar de haver ainda material de partida 
que ficou por reagir. Ao fim de 1 h e 30 min de reacção começou-se a formar um produto 
de polaridade inferior ao reagente de partida, a porfirina 22 resultante da mono-
alquilação. Na Tabela X, encontram-se sumariados as condições reaccionais e os 
resultados obtidos 
 
Tabela X – Condições reaccionais testadas na etilação da porfirina complexada 21, 









(recup.) 22 23 
MW a) 155 2,5 38 20 --- 
∆ 155 74,5 Vest. 30 28 
a) Potência máxima de 250 W. 
 
Ao contrário do que acontecia anteriormente, a reacção em aquecimento clássico deu 
melhores resultados que em MW nas condições testadas. Em MW realizou-se a reacção 
apenas durante 2,5 h, contrastando com as 74,5 h utilizadas em aquecimento clássico, 
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no entanto apesar do tempo reaccional excessivo para este último conseguiu-se obter os 
produtos de mono e di-alquilação com um rendimento de 30 e 28%, respectivamente. 
Dado que se observou que com uma potência máxima de 250 W se mantinha a 
temperatura de refluxo, resolveu-se experimentar a reacção de etilação da porfirina 14 a 
esta potência fixa, com igual quantidade de TEAB e K2CO3. No entanto, por questões de 
ordem técnica não foi possível concretizar esta experiência. Baixou-se então a potência 
para 150 W, fazendo-se reagir a porfirina não complexada 14 com o TEAB durante 15 
min em DMF, não se obtendo a formação de qualquer produto. Verificando mais uma vez 
a não reacção da porfirina 14 com o TEAB, decidiu-se realizar a reacção em 
dimetilsulfóxido (DMSO). A reacção foi feita a uma potência fixa de 150 W e, ao fim de 15 
min, conseguiu-se observar finalmente o aparecimento de duas novas manchas, menos 
polares que o material de partida. A fracção a menos polar, correspondente à porfirina di-
etilada 20 foi isolada com um rendimento de 6%, enquanto o derivado mono-alquilado 19 
foi isolado com um rendimento de 38%. Também se efectuou a reacção em 30 min, 
obtendo-se aproximadamente o mesmo rendimento de porfirina mono-alquilada 19 
(31%), obtendo-se contudo o dobro de porfirina di-etilada (15%). No que diz respeito ao 
aquecimento clássico, a reacção foi efectuada em 33 h em DMSO com 50 equiv. de 
TEAB e 8 de K2CO3. Obtiveram-se ambos os derivados, mas em muito pouca 
quantidade, 8% e 3%, para os derivados mono- e di-alquilados, respectivamente.  
Em qualquer um dos casos, o tratamento da reacção envolveu a precipitação da 
mistura reaccional em água com gelo, sendo posteriormente filtrado por um funil com 
algodão. De seguida, dissolveu-se em diclorometano, adicionou-se água e procedeu-se a 
uma extracção com diclorometano. A mistura reaccional foi seca sob sulfato de sódio 
anidro e, após concentração a pressão reduzida, foi separada em sílica preparativa, com 
o seguinte eluente hexano/diclorometano 1:1. 
 
Tabela XI – Condições reaccionais testadas para a reacção da porfirina 14 com 50 equiv. 
de TEAB e 8 equiv. de K2CO3, em microondas e aquecimento clássico. 




14 recup. 19 20 
MW DMF 15 min 150 100 --- --- 
MW DMSO 15 min 150 Vest. 38 6 
MW DMSO 30 min 150 Vest. 31 15 
∆ DMSO a) 33 h --- Vest. 8 3 
a)
 Temperatura – 189 ºC 
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Pela consulta da tabela pode-se verificar que, mais uma vez o aquecimento utilizando 
radiação MW é mais eficaz. As quantidades dos produtos pretendidos em condições de 
aquecimento clássico são pequenas. Para grande surpresa, em aquecimento clássico, o 
produto de partida foi quase todo consumido. Para além das fracções correspondentes 
aos produtos mono- e di-alquilados, observou-se uma grande base provocada pela 
degradação de reagente e/ou produtos e mais uma vez o aparecimento de uma mancha 
de cor rosa, mais polar que o material de partida, que pelos mesmos motivos não foi 
caracterizada. Relativamente ao aquecimento em MW, a reacção não é tão eficiente 
como as reacções anteriores em que se utilizou TBAB e THAB. Nesta tem de se usar 
obrigatoriamente solvente para que a reacção se dê, afastando-nos claramente da 
aproximação à química verde, para além de que no mesmo tempo, 15 min, se obtém 
claramente rendimentos de porfirina mono- e di-alquilada inferiores, ver Tabela VI e 
Tabela VII. Para além do uso de solvente, ainda se tem de usar um excesso muito 
grande de sal (50 equiv.) para que ocorra reacção. Mais uma vez, aumentou-se também 
o tempo reaccional para 30 min em MW, não com o intuito de obter a porfirina 14 
catiónica, mas sim com o fim de aumentar o rendimentos dos produtos 19 e 20. Como se 
observa, tal não foi suficiente. Ao contrário do que acontecia anteriormente, quando se 
incrementava a reacção em 15 min, o produto de mono-alquilação reagia todo de modo a 
que a síntese fosse selectiva para a di-alquilação. Aqui, não se observa tal selectividade, 
a porfirina mono-alquilada 19 é obtida em menor quantidade, mas essa redução não é 
significativa e o rendimento da di-alquilada 20 aumenta para o dobro, mas também não é 
um aumento significativo. Também aqui se registou o aparecimento de manchas rosa, 
mais polares que o material de partida, mas por serem em tão pouca quantidade foram 
impossíveis de caracterizar.  
Apesar de não se ter conseguido optimizar a reacção de etilação da porfirina 14 
experimentou-se a N-alquilçação com TMAB (Esquema 17). 
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O primeiro ensaio foi realizado em DMF, utilizando 50 equiv. de TMAB e 8 equiv. de 
K2CO3, em MW, utilizando uma potência fixa de 250 W. Como não se verificou formação 
de qualquer produto efectuou-se a síntese, nas mesmas condições, mas em DMSO. Foi 
necessário baixar a potência a utilizar para 150 W, uma vez que quando se realizou um 
ensaio em branco (sal + solvente) se verificou que o sistema absorvia a energia MW 
eficazmente a esta potência. Com a potência de 150 W efectuou-se a reacção em 15 
min, obtendo-se em 51% a mono-metilporfirina 24 e em 14% a di-metilporfirina 25, 
recuperando-se ainda 16% do reagente de partida 14. Aumentou-se também o tempo 
reaccional para 30 min, verificando-se uma diminuição drástica no rendimento obtido para 
a porfirina mono-metilada 24 (21%). A di-metil porfirina 25 foi obtida com um rendimento 
superior (23%). Em aquecimento clássico fizeram-se dois ensaios, um utilizando DMF e o 
outro DMSO, ambas à temperatura de refluxo dos solventes. No que se utilizou DMF, 
apesar das 74,5 h de reacção não se obteve a formação de qualquer produto menos 
polar que o reagente de partida, observando-se sim o aparecimento das tais manchas 
rosa, mais uma vez em pequena quantidade. Em DMSO, ao fim de 50 h de reacção 
constatou-se que todo o material de partida tinha sido consumido originando o produto 
resultante da mono-metilação 24 com um rendimento de 25%, o resultante da di-
metilação 25 com 14% de rendimentos e ainda fracções rosa de polaridade inferior ao 
Esquema 17 
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reagente de partida. Os resultados obtidos para ambos os aquecimentos encontram-se 
resumidos na Tabela XII. 
O tratamento da mistura reaccional foi igual ao já descrito para a reacção anterior. 
 
Tabela XII – Diferentes condições testadas na metilação da porfirina 14 com o TMAB (50 
equiv.) e K2CO3 (8 equiv), em MW e aquecimento clássico. 
 




14 (recup.) 24 25 
MW DMF 15 min 250 100 --- --- 
MW DMSO 15 min 150 16 51 14 
MW DMSO 30 min 150 11 21 23 
∆a) DMF 74,5 h --- --- --- --- 
∆b) DMSO 50 h --- --- 25 14 
 
a)
 Temperatura – 155 ºC b) Temperatura – 189 ºC 
 
Observando a tabela, pode-se afirmar que a reacção em MW se deu em DMSO, mas os 
produtos não foram obtidos em bons rendimentos, para além de que o material de partida 
também não foi todo consumido. Quando se aumentou o tempo reaccional para 30 min, 
ao contrário do que acontecia anteriormente não se verificou um aumento significativo da 
quantidade de produto resultante da di-metilação nem o consumo total do reagente de 
partida. Relativamente aos resultados obtidos em aquecimento clássico, pode-se verificar 
que quando se usou DMF como solvente o reagente de partida foi todo consumido, mas 
não deu origem aos produtos de alquilação esperados, originando sim compostos 
bastante polares ao fim de 74,5 h. Este composto não foi, até à data caracterizado. Em 
DMSO o material de partida foi também todo consumido, no entanto obtiveram-se aqui os 
produtos resultantes da mono e di-metilação, embora em rendimentos modestos. 
Como em diversas reacções se obtiveram produtos de cor rosa mais polares que a 
porfirina 14 de partida, supôs-se que a porfirina estivesse a reagir com a DMF ou o 
DMSO, realizaram-se assim dois ensaios, em aquecimento clássico em que se fez reagir 
a porfirina com cada um dos solventes em questão. As reacções processaram-se durante 
48 h sob atmosfera de azoto. Findo esse tempo verificou-se que não tinha ocorrido 
reacção, em nenhum dos casos. A origem dos compostos mais polares que a porfirina de 
partida 14 ficou assim indeterminada. Dever-se-iam ter efectuado as mesmas reacções 
em MW. 
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A caracterização destes compostos foi novamente feita por recurso à análise dos 
espectros de RMN 1H, espectrometria de massa e ainda de UV-Vis de absorção de cada 
porfirina. 
Todas as outras porfirinas sintetizadas apresentam um espectro de RMN de 1H muito 
semelhante, havendo apenas a assinalar ligeiras variações nos desvios químicos a que 
surgem os sinais pelo que se fará apenas a discussão e análise pormenorizada de um 
dos derivados obtidos, o derivado 15. Na Tabela XIII, a título de exemplo, encontram-se 
sumariados os dados obtidos pela análise do espectro de 1H da porfirina 15. 
 
Tabela XIII – Valores dos desvios químicos (δ, ppm, a partir do TMS) de RMN 1H, 
multiplicidade e constantes de acoplamento da porfirina 15. 
 
Protões multiplicidade δ / (ppm) J / Hz  
NH s -2,74 --- 
H4 t 1,08 7,3 
H3 m 1,47-1,60 --- 
H2 m 1,77-1,87 --- 
H1 t 3,39 7,1 
H-5-Ph-m d 6,98 8,4 
H-10,15,20-Ph-m,p m 7,74-7,76 --- 
H-5-Ph-o d 8,02 8,4 
H-10,15,20-Ph-o m 8,20-8,23 --- 
Hβpirrólicos m 8,82-8,85 --- 
Hβpirrólicos d 9,02 4,7  
 
 
A análise do espectro de RMN de 1H dos derivados N-alquilados revela a presença de 
dois sinais devido à ressonância dos protões β-pirrólicos do macrociclo porfirínico na 
região aromática entre 8,82 e 9,02 ppm. Os sinais correspondentes à ressonância dos 
protões do grupo fenilo, como seria de esperar aparecem também na região aromática. 
No entanto existem dois grupos distintos de sinais; dois sinais em forma de multipletos 
gerados pelas ressonâncias dos protões dos fenilos não substituídos (posições 10,15, 20) 
em que a ressonância dos protões orto surge a 8,20-8,23 ppm e dos meta a 7,74-7,66 
ppm, e dois sinais em forma de dupleto a 8,02 e 6,98 ppm característicos de um sistema 
para substituído. Os sinais devido à ressonância dos protões do grupo alquilo surgem na 
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zona alifática do espectro de RMN de 1H entre 1,08 (CH3, H4) e 3,39 (H1) ppm. Os protões 
mais protegidos são, mais uma vez, os NH, por se encontrarem no interior do derivado 
porfirínico e a cuja ressonância gera o sinal na forma de singuleto a -2,74 ppm.  
Todos os espectros de massa apresentam picos para a razão m/z de acordo com as 
estruturas propostas. 
Os espectros de UV-vis estão de acordo com a presença de um macrociclo porfirínico e 
são característicos de macrociclos meso-substituídos apresentando as quatro bandas Q 
com intensidade decrescente com o aumento do comprimento de onda (espectro de tipo 
“Etio”) como podemos observar pela observação do espectro de visível do derivado 15 
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2.3 Conclusão 
 
O trabalho realizado nesta primeira parte teve como objectivo estudar a utilização de 
sais quaternários de amónio na N-alquilação de derivados porfirínicos, como alternativa 
aos agentes alquilantes usuais em síntese orgânica, quer por recurso a aquecimento 
clássico quer utilizando a radiação em microondas. Comprovou-se que estes sais podem 
ser usados com este fim e que as reacções em MW são bastante mais rápidas e 
eficientes, relativamente ao aquecimento clássico. 
Verificou-se que, a eficiência na reacção de N-alquilação parece estar relacionada com 
os pontos de fusão dos diferentes sais, isto é, sais com menor ponto de fusão (TBAB e 
THAB) apresentam melhores rendimentos na obtenção dos produtos mono- e di-
alquilados, quer em MW quer em condições clássicas. 
O facto das reacções de N-alquilação com o TBAB e o THAB em MW não utilizarem 
solvente aproxima este tipo de síntese da química verde. 
Em suma, pode-se concluir que, a baixa toxicidade apresentada, a facilidade de 
manuseamento e a possibilidade de não usar solvente (nalguns casos) fazem com que 
estes sais possam ser considerados uma boa alternativa aos agentes alquilantes comuns 
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2.4 Parte experimental 
 
2.4.1 Reagentes, solventes e equipamento 
 
Os reagentes comerciais utilizados neste trabalho não foram submetidos a qualquer 
purificação prévia. 
Os solventes utilizados nas diversas transformações e cristalizações eram 
analiticamente puros ou foram, sempre que necessário, previamente purificados – o 
tolueno foi seco em fio de sódio, a DMF foi destilada e o DMSO foi seco recorrendo a 
peneiros moleculares. 
A evolução das reacções foi sempre seguida por TLC, usando folhas plásticas 
revestidas de sílica gel 60, da Merck. Para controlar a presença de substituintes 
glicosídicos, as folhas de TLC foram reveladas em etanol / ácido sulfúrico concentrado 
(10%)  com posterior aquecimento. 
A separação dos componentes das reacções foi, de um modo geral, realizada por 
cromatografia em coluna com sílica gel 60 de 0,063-0,200 mm, da Merck, ou por 
cromatografia rápida (“flash”) com sílica gel S de 0,032-0,063 mm, da Riedel-de-Haën. No 
entanto, em alguns casos foi necessário recorrer à cromatografia de camada fina 
preparativa. As cromatografias em camada fina preparativa foram efectuadas em placas 
de vidro (20 x 20 cm), previamente desengorduradas e revestidas com uma camada de 
sílica gel 60 da Merck, com uma espessura de 0,5 mm e posteriormente activadas na 
estufa a 100ºC durante 8 horas. 
Os espectros de RMN de 1H foram registados num aparelho Bruker Avance 300 (a 
300,13 MHz). O solvente utilizado na grande maioria dos casos foi o CDCl3. Nos casos 
em que tal não aconteceu indica-se o solvente usado. Nos espectros de RMN de 1H foi 
usado como padrão interno o TMS (δ= 0 ppm). Os desvios químicos são expressos em δ 
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. 
Os espectros de ultravioleta-visível foram registados num espectrofotómetro Uvikon 922 
e Shimatzu P1501 UV em células de vidro de 1 cm, usando CH2Cl2 ou CHCl3 como 
solvente. 
Os espectros de massa em MALDI-TOF/TOF foram realizados num espectrómetro 
4800 Applied Biosystems, usando CHCl3 como solvente com e sem matriz. Quando 
usada a matriz foi de NBA (álcool 3-nitrobenzílico). 
Por fim, os ensaios realizados em MW foram efectuados num aparelho Ethos SYNTH 
(Milestone Inc.)  
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2.4.2 Preparação dos derivados porfirínicos 
 
2.4.2.1 Síntese da N-H clorina 1 
 
Num balão em forma de pêra de 25 mL colocou-se 200 mg de meso-
tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 5, 308,0 mg (20 equiv.) de glicina, 61,6 mg (10 equiv.) 
de paraformaldeído em 10 mL de tolueno. A reacção decorreu durante 5 horas a refluxo, 
sob atmosfera de azoto, tendo-se feito 3 adições de glicina e paraformaldeído 
(2h+2h+1h). A reacção foi controlada por TLC e por UV-vis. Após desligar o aquecimento 
e tendo a mistura reaccional atingido a temperatura ambiente, evaporou-se o tolueno a 
pressão reduzida. À mistura reaccional adicionou-se 10 mL de diclorometano, 
seguidamente dividiu-se este volume por 10 tubos de vidro de 10 mL com tampa de 
rosca, equipados com barra magnética, adicionando-se a cada 5 mL de água e 15 gotas 
de TFA. A mistura esteve a hidrolisar à temperatura ambiente durante 4 horas. A reacção 
foi neutralizada com uma solução saturada de carbonato de sódio, sendo a mistura 
reaccional extraída com diclorometano e seca sob sulfato de sódio anidro. Realizou-se 
uma cromatografia em coluna com sílica flash usando tolueno como eluente recolhendo-
se assim a porfirina 5 que ficou por reagir (38,3%). A N-H clorina 1 foi obtida, usando uma 
mistura de tolueno/acetato de etilo 7:3, com um rendimento de 43%, tendo-se descartado 
a bacterioclorina 7 e isobacterioclorina 8 formadas. 
 
N-H Clorina 1 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -1,83 (s, 2H, NH); 3,13-3,18 (m, 2H, H pirrolidina); 
3,39-3,42 (m, 2H, H pirrolidina); 5,221-5,24 (m, 2H, H β-pirrólicos reduzidos); 8,40 (d, 2H, 
J 4,9Hz, H β-pirrólicos); 8,49 (s, 2H, H β-pirrólicos); 8,72 (d, 2H, J 4,9Hz, H β-pirrólicos);  
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 405 (5,14), 504 (4,10), 597 (3,61), 652 (4,55) 
EM (Maldi) m/z: 1018 [M+H]+.  
 
 
2.4.2.2 Síntese da 6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-α-D-galactopiranose 2 
 
Num balão de fundo redondo de 100 mL, equipado com condensador e sob atmosfera 
de azoto, adicionou-se 0,5 g de 1,2:3,4-Di-O-isopropilideno-α-D-galactose, 0,76 g (1,5 
equiv.) de trifenilfosfina, 0,39 g (3 equiv.) de imidazol em 45 mL de tolueno (5 mL de 
tolueno por 0,22 mmol de 1,2,3,4-Di-O-isopropilideno-α-D-galactose). Após a dissolução 
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dos compostos, adicionou-se 0,73 g (1,5 equiv.) de iodo. A reacção ocorreu durante 1h a 
refluxo, em atmosfera de azoto. Após arrefecimento, a mistura reaccional foi tratada com 
uma solução saturada de NaHCO3, sendo a extracção feita com diclorometano. De modo 
a retirar o excesso de iodo que se encontrava na fase orgânica lavou-se com uma 
solução de NaS2O3 a 5% (2,5 g em 50 mL de água), extraindo-se a fase orgânica com 
diclorometano que posteriormente foi seca sob sulfato de sódio anidro. A mistura 
reaccional foi concentrada sendo posteriormente separada numa coluna de cromatografia 
de sílica flash, usando-se como eluente uma mistura de hexano/acetato de etilo 5:1, 
isolando-se assim o produto pretendido com um rendimento de 92,5%. 
 
Açúcar 2 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1,36, 1,34, 1,45 e 1,55 (4 s, 12H, 4xCH3); 3,18-
3,41 (m, 2H, H6 e H6’); 3,94 (dt, 1H, J 1,7 e 7,1 Hz, H5); 4,31 (dd, 1H, J 2,5 e 5,0 Hz, H2); 
4,41 (dd, 1H, J 1,7 e 7,9 Hz, H4); 4,62 (dd, 1H, J 2,5 e 7,9, H3); 5,55 (d, 1H, J 5,0 Hz, H1).  
 
 
2.4.2.3 Acoplamento da 6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-α-D-galactopiranose 2 à 
N-H clorina 1 
 
Num tubo reaccional adequado à síntese em microondas, foram colocados 20,0 mg 
de clorina 1, 72,8 mg (10 equiv.) de 6-iodo-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-α-D-
galactopiranose, 12,7 mg (2 equiv.) de TBAB e 9,25 mg (3,4 equiv.) de K2CO3. A reacção 
foi realizada em microondas a 780 W, durante 10 min, em atmosfera de azoto (a uma 
temperatura que não excedeu os 70ºC, temperatura controlada por IV). Terminada a 
reacção, a mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca 
sob sulfato de sódio anidro. Após concentração no evaporador rotativo, a pressão 
reduzida, a mistura reaccional foi aplicada e separada em placas de sílica preparativa, 
com uma mistura de tolueno/acetato de etilo (5:1) com eluente, obtendo-se a clorina-
açúcar 3 e a N-butilclorina 4 num rendimento de 57% e 17%, respectivamente. 
 
Clorina – açúcar 3 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -1,85 (s, 2H, NH); 1,27, 1,36, 1,43, 1,53 (4s, 12 H, 
4xCH3); 2,29-2,48 (m, 2H, H pirrolidina); 2,51 e 2,67 (2d, 2H,J 10,5 Hz, H6 e H6’-Gal); 
3,37-3,41 e 3,42-3,48 (2m, 2H, Hpirrolidina); 3,83 (d, 1H, J 7,9 Hz, H5-Gal); 4,12 (d, 1H, J 
7,9 Hz, H4-Gal); 4,32 (dd, 1H, J 5,0 e 2,2, H2-Gal); 4,57 (dd, 1H, J 7,9 e 2,2 Hz, H3-Gal); 
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5,20-5,35 (m, 2H, H β-pirrólicos reduzidos); 5,55 (d, 1H, J 5,0 Hz, H1-Gal); 8,38-8,46 (m, 
2H, H β-pirrólicos); 8,49 (s, 2H, H β-pirrólicos); 8,71-8,74 (m, 2H, H β-pirrólicos). 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 406 (5,20), 504 (4,08), 598 (3,28), 652 (4,61) 
EM (Maldi) m/z: 1260,8 [M+H]+.  
 
N-butilclorina 4 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -1,82 (s, 2H, NH); 0,82 (t, 3H,J 7,2 Hz, H4); 1,37-
1,61 (m, 4H, H2 e H3); 2,26 (t, 2H, J 7,5 H1); 2,49-2,53 (m, 2H, H pirrolidina); 3,15-3,20 (m, 
2H, H pirrolidina); 5,22-5,34 (m, 2H, H β-pirrólicos reduzidos); 8,39 (d, 2H, J 4,9 Hz, H β-
pirrólicos); 8,45-8,49 (m, 6H, H β-pirrólicos); 8,71 (d, 2H, J 4,9 Hz, H β-pirrólicos). 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 408 (5,22), 505 (4,18), 599 (3,67), 652 (4,68) 
EM (Maldi) m/z: 1072,1 [M-H]+. 
 
 
2.4.2.4 Síntese da 5,10,15,20-tetraquis(pentafluorofenil)porfirina 5 
 
A cada reactor adequado a MW (sistema fechado) contendo 20 mL de ácido acético 
glacial adicionou-se 0,5 mL de pentafluorobenzaldeído (0,004 mol) e 280 µL de pirrol 
(0,004 mol) (no total utilizaram-se 12 vasos reaccionais). A reacção ocorreu durante 5 
min, a 650 W, aplicando uma pressão máxima de 8 bar. Após evaporação do ácido 
acético a pressão reduzida, o resíduo foi sujeito a uma cromatografia em coluna de sílica 
gel, usando éter de petróleo/diclorometano como eluente na proporção de 2:1, 
recolhendo-se assim a porfirina 5. A fracção contendo a porfirina 5 foi recolhida e depois 
de concentrada, cristalizada em diclorometano/metanol sendo obtida com um rendimento 
de 7,9%. 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2,94 (s; 2H; NH); 8,93 (s; 8H; H-β pirrólicos);  
 
 
2.4.2.5 Síntese da N-butilclorina 4 
 
Aquecimento clássico 
Num balão de 10 mL equipado com condensador foram colocados 10,0 mg da clorina 
1, 63,25 mg de TBAB (20 equiv.) e 1 mL de tolueno. A mistura refluxou, sob atmosfera de 
azoto, durante 22h. Ao fim de esse tempo, o tolueno foi evaporado a pressão reduzida, a 
mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca com sulfato 
Capítulo II – Parte experimental                                                                                                      53 
Universidade de Aveiro 
de sódio anidro. Separou-se a mistura reaccional em placas de sílica preparativa, com 
uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1) como eluente, obtendo-se a N-butilclorina 
4 num rendimento de 20%. 
 
Aquecimento em MW 
Num tubo reaccional adequado à síntese em microondas, foram colocados 10,0 mg de 
clorina 1, 63,25 mg (20 equiv.) de TBAB e 5,4 mg (4 equiv.) de K2CO3. A reacção foi 
realizada em microondas a 780 W, durante 15 min, em atmosfera de azoto (a uma 
temperatura que não excedeu os 70ºC, temperatura controlada por IV). Terminada a 
reacção, a mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca 
sob sulfato de sódio anidro. Após concentração no evaporador rotativo, a pressão 
reduzida, a mistura reaccional foi aplicada e separada em placas de sílica preparativa, 
com uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1) como eluente, obtendo-se a N-
butilclorina 4 num rendimento de 33%. 
 
 
2.4.2.6 Síntese da N-hexilclorina 9 
 
Aquecimento em MW 
Num tubo reaccional de vidro adequado à síntese em microondas, foram colocados 
10,2 mg de clorina 1, 87,8 mg (20 equiv.) de THAB e 5,4 mg (4 equiv.) de K2CO3. A 
reacção foi realizada em microondas a 780 W, durante 15 min, em atmosfera de azoto (a 
uma temperatura que não excedeu os 70ºC, temperatura controlada por IV). Terminada a 
reacção, a mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca 
sob sulfato de sódio anidro. Após concentração no evaporador rotativo, a pressão 
reduzida, a mistura reaccional foi aplicada e separada em placas de sílica preparativa, 
com uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1) como eluente, obtendo-se a N-
hexilclorina 9 num rendimento de 30%. 
 
Aquecimento clássico 
Num balão de 10 mL equipado com um condensador foram colocados 10,5 mg da 
clorina 1, 87,9 mg de THAB (20 equiv.) e 1 mL de tolueno. A mistura refluxou, sob 
atmosfera de azoto, durante 22 h. Ao fim de esse tempo, o tolueno foi evaporado a 
pressão reduzida, a mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano 
e seca com sulfato de sódio anidro. Separou-se a mistura reaccional em placas de sílica 
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preparativa, com uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1) como eluente, obtendo-
se a N-hexilclorina 9 num rendimento de 47%. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -1,83 (s, 2H, NH); 0,80 (t, 3H, J 8,6 Hz H6); 1,43-
1,88 (m, 8H, H2, H3, H4 e H5); 2,20-2,31 (m, 2H, H1); 2,47-2,53 (m, 2H, H pirrolidina); 3,14-
3,19 (m, 2H, H pirrolidina); 5,21-5,24 (m, 2H, H β-pirrólicos reduzidos); 8,39 (d, 2H, J 4,8 
Hz, H β-pirrólicos); 8,48 (s, 2H, H β-pirrólicos); 8,72 (d, 2H, J 4,8 Hz, H β-pirrólicos). 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 406 (5,29), 505 (4,24), 598 (3,72), 652 (4,68) 
EM (Maldi) m/z: 1101,1 [M-H]+. 
 
 
2.4.2.7 Tentativa de preparação da N-metilclorina 11 em MW 
 
Num tubo reaccional adequado à síntese em microondas, foram colocados 9,8 mg de 
clorina 1, 75,7 mg (50 equiv.) de TMAB, 10,9 mg (8 equiv.) de K2CO3 e 1 mL de 
acetonitrilo. A reacção foi realizada em microondas a 780 W, durante 15 min, em 
atmosfera de azoto. Terminada a reacção, a mistura reaccional foi lavada com água, 
extraída com diclorometano e seca sob sulfato de sódio anidro. Após concentração no 
evaporador rotativo, a pressão reduzida, a mistura reaccional foi aplicada e separada em 
placas de sílica preparativa, com uma mistura de tolueno/acetato de etilo (19:1) como 
eluente, obtendo-se a N-metilclorina 11, numa quantidade vestigial. Havia bastante 
material de partida que ficou por reagir, no entanto, este não foi quantificado. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -1,82 (s, 2H, NH); 2,21 (s, 3H, CH3); 2,52-2,56 (m, 
2H, H pirrolidina); 3,11-3,16 (m, 2H, H pirrolidina); 5,26 (t largo, 2H, J 5,1 Hz, H β-
pirrólicos reduzidos); 8,40 (d, 2H, J 4,9 Hz, H β-pirrólicos); 8,48 (s, 2H, H β-pirrólicos); 
8,71 (d, 2H, J 4,9 Hz, H β-pirrólicos);  
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 405 (5,29), 505 (4,26), 598 (3,77), 652 (4,72) 
EM (Maldi) m/z: 1030,1 [M+H]+.  
 
 
2.4.2.8 Síntese da 5,10,15,20-tetrafenilporfirina 12 
 
A uma mistura de ácido acético glacial (150 mL) e nitrobenzeno (70 mL), a refluxo, foram 
adicionados 3 mL de benzaldeído, em agitação constante. De seguida, adicionou-se, gota 
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a gota, 2 mL de pirrol durante cerca de 15 min. A mistura foi deixada em refluxo durante 
mais uma hora. Findo o tempo de reacção, o aquecimento foi desligado e a mistura 
deixada a arrefecer. Após arrefecimento, adicionou-se cerca de 200 mL de metanol de 
forma a precipitar a porfirina. A porfirina 11 foi obtida pura, sob a forma de cristais de cor 
púrpura e com um rendimento de 24%. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 79 (s, 2H, NH); 7,73-7,91 (m, 12H, H-
10,15,20,25-Ph-m,p); 8,22 (dd, 6H, J 7, 3 e 1,7 Hz, H-10,15,20,25-Ph-o); 8,85 (s, 8H, H β-
pirrólicos). 




2.4.2.9 Síntese da 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 13 
 
Num balão de fundo redondo colocou-se 100 mg da porfirina 12 e dissolveu-se em 10 
mL de TFA. Em seguida, adicionou-se 20 mg (0,29 mmol) de nitrito de sódio e deixou-se a 
mistura reaccional sob agitação à temperatura ambiente durante 2,5 min. Após esse 
tempo, verteu-se a mistura reaccional para um copo e lavou-se com água destilada (100 
mL). Neutralizou-se a mistura reaccional com uma solução saturada de 
hidrogenocarbonato de sódio. Após a neutralização, procedeu-se à extracção da fase 
orgânica com diclorometano, sendo posteriormente seca sob sulfato de sódio anidro. 
Removeu-se o diclorometano a baixa pressão, purificando-se de seguida o resíduo numa 
coluna de cromatografia em sílica gel usando como eluente CH2Cl2/éter de petróleo (2:1). 
A primeira fracção a ser recolhida foi a porfirina 12 que não reagiu, sendo a segunda o 
produto desejado, a porfirina 13, nitrado na posição para num grupo fenilo. Os restantes 
produtos mais polares e resultantes da poli-nitração da porfirina 12 foram descartados. O 
macrociclo mononitrado 13 foi cristalizado em diclorometano/metanol e obtido 
quantitativamente. 
 
RMN 1H (500 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2,83 (s, 2H, NH); 7,73-7,76 (m, 9H, H-10,15,20-
Ph-m,p); 8,18 (d, 6H, J 7,5 Hz, H-10,15,20-Ph-o); 8,37 (d, 2H, J 8,5 Hz, H-5-Ph-o); 8,61 
(d, 2H, J 8,5 Hz, H-5-Ph-m); 8,71 (d, 2H, J 4,5 Hz, H β-pirrólicos); 8,83-8,86 (m, 6H, H β-
pirrólicos). 
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2.4.2.10 Síntese da 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 
 
A 5-(4-nitrofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 13 foi dissolvida em ácido clorídrico 
concentrado (10 mL), sendo de seguida adicionado 220 mg de cloreto de estanho(II) 
(0,095 mmol). A mistura esteve em agitação, sob atmosfera de azoto, a 65 ºC durante 1 
hora, ao fim do qual foi neutralizada com uma solução aquosa de hidrogenocarbonato de 
sódio. Lavou-se a mistura reaccional com água destilada extraiu-se a fase orgânica com 
diclorometano, sendo esta de seguida seca em sulfato de sódio anidro. Após 
concentração, obteve-se a porfirina 14, por cristalização em CH2Cl2/hexano, com um 
rendimento de 78%. 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2,77 (s, 2H, NH); 4,05 (s largo, 2H, NH2); 7,07 (d, 
2H, J 8,3 Hz, H-5-Ph-m); 7,74-7,78 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,00 (d, 2H, J 8,3 Hz, H-
5-Ph-o); 8,20-8,23 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,84 (d, 6H, J 2,6 Hz, H β-pirrólicos); 8,94 
(d, 2H, J 4,8 Hz, H β-pirrólicos).  




2.4.2.11 Reacção da 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 com o brometo 
de tetrabutilamónio 
 
Aquecimento em MW 
Num tubo reaccional para microondas, colocaram-se 10,2 mg de porfirina 14, 110,2 mg 
(21,3 equiv.) de TBAB e 19,2 mg (8,7 equiv.) de K2CO3. A reacção foi realizada em 
microondas a 780 W, durante 15 min, em atmosfera de azoto. Terminada a reacção, a 
mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca sob sulfato 
de sódio anidro. Após concentração no evaporador rotativo, a pressão reduzida, a 
mistura reaccional foi aplicada e separada em placas de sílica preparativa usando como 
eluente uma mistura de diclorometano/hexano (1:1). A porfirina 15, mais polar, foi obtida 
numa quantidade vestigial e a porfirina 16 com um rendimento de 57%. Em 30 min 
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Aquecimento clássico 
Num balão de 10 mL foram colocados 10,0 mg de porfirina 14, 102,3 mg de TBAB (20 
equiv.), 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3 e, no caso em que foi utilizado solvente, adicionou-
se 1 mL de tolueno. A mistura refluxou, sob atmosfera de azoto, durante 22 h. A mistura 
reaccional foi sujeita a um tratamento igual ao descrito no aquecimento em MW. A 
porfirina 15 resultante da mono-alquilação foi obtida com um rendimento de 59% e a di-
aquilada 16 com 9%. 
 
N-butilporfirina 15 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 74 (s, 2H, NH); 1,08 (t, 3H, J 7,3 Hz, H4); 1,47-
1,60 (m, 2H, H3); 1,77-1,87 (m, 2H, H2); 3,39 (t, 2H, J 7,1 Hz, H1); 4,02 (s largo, 1H, NH 
amina) 6,98 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-m); 7,74-7,76 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,02 (d, 
2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-o); 8,20-8,23 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,82 (s, 6H, H β-pirrólicos); 
8,97 (d, 2H, J 4,7 Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 419 (5,44), 517 (4,18), 555 (3,99), 592 (3,69), 651 (3,71) 
EM (Maldi) m/z: 686,3 [M+H]+. 
 
N,N-dibutilporfirina 16 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 70 (s, 2H, NH); 1,07 (t, 6H, J 7,3 Hz, H4); 1,44-
1,57 (m, 4H, H3); 1,77-1,87 (m, 4H, H2); 3,52 (t, 4H, J 7,7 Hz, H1); 6,98 (d, 2H,J 8,4 Hz H-5-
Ph-m); 7,74-7,76 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,02 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-o); 8,20-8,23 
(m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,83-8,82 (m, 2H, H β-pirrólicos); 9,02 (d, 2H, J 4,8 Hz, H β-
pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 415 (5,18), 520 (3,98), 555 (3,90), 590 (3,68), 653 (3,62) 
EM (Maldi) m/z: 742,4 [M+H]+. 
 
 
2.4.2.12 Reacção da 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 com o brometo 
de tetra-hexilamónio 
Aquecimento em MW 
Num tubo reaccional para microondas, colocaram-se 10,5 mg de porfirina 14, 138,0 mg 
(20,0 equiv.) de THAB e 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3. A reacção foi realizada em 
microondas a 780 W, durante 15 min, em atmosfera de azoto. Terminada a reacção, a 
mistura reaccional foi lavada com água, extraída com diclorometano e seca sob sulfato 
de sódio anidro. Após concentração no evaporador rotativo, a pressão reduzida, a 
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mistura reaccional foi aplicada e separada em placas de sílica preparativa usando uma 
mistura de diclorometano/hexano (1:1) como eluente. Obteve-se a porfirina mono-
alquilada 17 (composto menos polar) num rendimento de 48% e a di-alquilada 18 com 




Num balão de 10 mL foram colocados 10,0 mg de porfirina 14, 138,02 mg de TBAB (20 
equiv.) e 17,6 mg de e 1 mL de tolueno. A mistura reaccional esteve a refluxo, sob 
atmosfera de azoto, durante 22 h, sendo posteriormente sujeita a um tratamento igual ao 
descrito no aquecimento em MW. A porfirina 17 resultante da mono-alquilação foi obtida 





RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 74 (s, 2H, NH); 0,97 (t, 3H, J 7,0 Hz, H6); 1,15-
1,33 (m, 2H, H5); 1,41-1,51 (m, 4H, H4 e H3); 1,77-1,94 (m, 2H, H2); 3,37 (t, 2H, J 7,1, H1); 
4,00 (s largo, 1H, NH amina) 6,97 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-m); 7,72-7,78 (m, 9H, H-
10,15,20-Ph-m,p); 8,01 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-o); 8,19-8,23 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 
8,82-8,83 (m, 6H, H β-pirrólicos); 8,97 (d, 2H, J 4,8 Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 415 (5,78), 520 (4,50), 557 (4,11), 594 (4,09), 649 (3,71) 
EM (Maldi) m/z: 714,3 [M+H]+. 
 
N,N-di-hexilporfirina 18 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 70 (s, 2H, NH); 0,96 (t, 6H, J 7,0 Hz, H6); 1,33-
1,51 (m, 12H, H3, H4 e H5); 1,75-1,90 (m, 4H, H2); 3,51 (t, 4H, J 7,7 Hz, H1); 7,00 (d, 2H, J 
8,6 Hz, H-5-Ph-m); 7,72-7,78 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,04 (d, 2H, J 8,6 Hz, H-5-Ph-
o); 8,20-8,24 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,81-8,84 (m, 6H, H β-pirrólicos); 9,01 (d, 2H, J 4,8 
Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 415 (5,41), 529 (4,22), 559 (4,13), 590 (4,10), 650 (3,85) 
EM (Maldi) m/z: 798,4 [M+H]+. 
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2.4.2.13 Reacção da 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 com o brometo 
de tetraetilamónio 
 
Aquecimento em MW 
Num reactor em forma de pêra colocaram-se 10,0 mg de porfirina 14, 166,8 mg (50,0 
equiv.) de TEAB, 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3 e 2 mL de DMSO. A reacção foi realizada 
em microondas a 150 W, durante 15/30 min, sob atmosfera de azoto. Terminada a 
reacção, a mistura reaccional foi precipitada em água com gelo. De seguida filtrou-se e 
realizou-se uma extracção, extraindo-se a fase orgânica com diclorometano. Secou-se 
com sulfato de sódio anidro e, após concentração, aplicou-se em placas de sílica 
preparativa. A mistura reaccional foi separada usado uma mistura de 
diclorometano/hexano de 1:1. Obteve-se a porfirina mono-alquilada 19 (mais polar) num 
rendimento de 38% e a di-alquilada 20 com 6% de rendimento, quando se realizou a 




Num balão de 10 mL foram colocados 10,0 mg de porfirina 14, 166,8 mg de TEAB (50 
equiv.) e 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3 e 2 mL de DMSO. A mistura reaccional esteve a 
refluxo, sob atmosfera de azoto, durante 33 h, sendo posteriormente sujeita a um 
tratamento igual ao descrito no aquecimento em MW. A porfirina 19 resultante da mono-
alquilação foi obtida com um rendimento de 8% e o macrociclo di-aquilado 20 com 3%. 
 
N-etilporfirina 19 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 73 (s, 2H, NH); 1,46 (t, 3H, J 7,5 Hz, H2); 3,43 
(q, 2H, J 7,5, H1); 6,99 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-m); 7,73-7,77 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 
8,01 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-o); 8,20-8,23 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,79-8,90 (m, 6H, H 
β-pirrólicos); 8,97 (d, 2H, J 4,5 Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 419 (5,26), 518 (3,90), 556 (3,67), 593 (3,56), 651 (3,42) 
EM (Maldi) m/z: 658,3 [M+H]+. 
 
N,N-di-etilporfirina 20 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 71 (s, 2H, NH); 1,30 (t, 6H, J 6,4 Hz, H2); 3,55 
(q, 4H, J 6,4, H1); 7,07 (d, 2H, J 8,1 Hz, H-5-Ph-m); 7,72-7,77 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 
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8,02 (d, 2H, J 8,1 Hz, H-5-Ph-o); 8,21-8,22 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,39-8,51 (m, 6H, H 
β-pirrólicos); 9,00 (d, 2H, J 4,5 Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 417 (5,02), 519 (3,79), 559 (3,65), 594 (3,50), 651 (3,37) 
EM (Maldi) m/z: 686,3 [M+H]+. 
 
 
2.4.2.14 Síntese 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinatozinco(II) 21 
 
Num balão de fundo redondo de 25 mL colocou-se a porfirina 14 (29,2 mg) e dissolveu-
se em clorofórmio (9 mL). Em seguida, adicionou-se metanol (6 mL) e acetato de zinco di-
hidratado (30,5 mg, 3 equiv.). A mistura reaccional foi colocada no evaporador rotativo a 
60 ºC durante 30 min, em agitação constante. Ao fim desse tempo e após controlar por 
visível a complexação total, evaporaram-se os solventes a pressão reduzida, lavou-se a 
mistura reaccional com água, neutralizou-se com NaHCO3 precipitou-se em 
diclorometano/hexano. O rendimento obtido foi quantitativo. 
 
 
2.4.2.15 Reacção do 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirinatozinco(II) 21 com o 
brometo de tetraetilamónio 
 
Aquecimento em MW: 
Num balão reaccional, adequado ao uso em MW, colocaram-se 10, 0 mg da porfirina 
com zinco 21, 15,95 mg de K2CO3 (8 equiv.) e 151,58 mg de TEAB (50 equiv.) em 2 mL 
de DMF. A reacção foi realizada com agitação sob atmosfera de azoto a uma 
temperatura constante de 155ºC. Para atingir esta temperatura foi aplicada uma potência 
de 800 W no 1º min. De modo a manter constante esta temperatura, no tempo seguinte 
(2,5 h) aplicou-se uma potência máxima de 250 W. Findo este tempo e após atingir a 
temperatura ambiente, evaporou-se a DMF. Lavou-se a mistura reaccional com água, 
extraiu-se com diclorometano e secou-se sob sulfato de sódio anidro. Aplicou-se a 
mistura reaccional em placas de sílica preparativa com clorofórmio como eluente, 
separando-se 2 fracções. A 1ª fracção (menos polar) foi isolada com um rendimento de 
20% e após caracterização espectroscópica concluiu-se tratar da porfirina monometil 22. 
A 2ª fracção correspondia ao produto de partida 21 que ficou por reagir (38%). 
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Aquecimento clássico 
Num balão de 10 mL foram colocados 10, 0 mg da porfirina com zinco 21, 15,95 mg de 
K2CO3 (8 equiv.) e 151,58 mg de TEAB (50 equiv.) em 2 mL de DMF. A mistura 
reaccional esteve a refluxo, sob atmosfera de azoto, durante 74,5 h, sendo 
posteriormente sujeita a um tratamento igual ao descrito no aquecimento em MW. Nesta 
reacção isolaram-se 4 fracções: a 1ª fracção, menos polar, correspondia à porfirina di-etil 
23 isolada com um rendimento de 28% a 2ª fracção (mais polar que a anterior) 
correspondia à porfirina 22 resultante da mono-alquilação (28%), sendo a 3ª fracção o 
material de partida, em quantidade vestigial. Verificou-se que a base possuía uma cor 
rosa, então raspou-se e aplicou-se novamente em placas de sílica preparativa usando 
uma mistura de clorofórmio/metanol (1%) como eluente. Separaram-se várias fracções 




RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1,40 (t, 2H, J 7,3 Hz, H2); 3,31 (q, 2H, J 7,3 Hz, H1); 
6,90 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-m); 7,73-7,76 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,00 (d, 2H, J 8,4 
Hz, H-5-Ph-o); 8,21-8,24 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,92-8,94 (m, 6H, H β-pirrólicos); 9,05 
(d, 2H, J 4,7 Hz, H β-pirrólicos) 




RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): 1,41 (t, 4H, J 7,0 Hz, H2); 3,63 (q, 6H, J 7,0 Hz, H1); 
7,06 (d, 2H, J 8,7 Hz, H-5-Ph-m); 7,74-7,78 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,06 (d, 2H, J 8,7 
Hz, H-5-Ph-o); 8,24-8,20 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,92-8,94 (m, 6H, H β-pirrólicos); 9,12 
(d, 2H, J 4,7 Hz, H β-pirrólicos) 
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2.4.2.16 Reacção 5-(4-aminofenil)-10,15,20-trifenilporfirina 14 com o brometo de 
tetrametilamónio 
Aquecimento em MW 
Num reactor em forma de pêra colocaram-se 10,0 mg de porfirina 14, 75,7 mg (50,0 
equiv.) de TMAB, 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3 e 2 mL de DMSO. A reacção foi realizada 
em microondas a 150 W, durante 15 min, sob atmosfera de azoto. Terminada a reacção, 
a mistura reaccional foi precipitada em água com gelo. De seguida filtrou-se e realizou-se 
uma extracção, extraindo-se a fase orgânica com diclorometano. Secou-se com sulfato 
de sódio anidro e, após concentração, aplicou-se em placas de sílica preparativa. A 
mistura reaccional foi separada usado uma mistura de diclorometano/hexano de 1:1. 
Obteve-se a porfirina mono-alquilada 24 (mais polar) num rendimento de 50% e a di-
alquilada 25 com 14% de rendimento. 
 
Aquecimento clássico 
Num balão de 10 mL foram colocados 10,0 mg de porfirina 14, 75,7 mg (50,0 equiv.) de 
TMAB, 17,6 mg (8 equiv.) de K2CO3 e 2 mL de DMSO. A mistura reaccional esteve a 
refluxo, sob atmosfera de azoto, durante 74,5 h, sendo posteriormente sujeita a um 
tratamento igual ao descrito no aquecimento em MW. A porfirina 24 resultante da mono-
alquilação foi obtida com um rendimento de 25% e o macrociclo di-aquilado 25 com 14%. 
 
N-metilporfirina 24 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 74 (s, 2H, NH); 3,10 (s, 3H, CH3); 6,98 (d, 2H, J 
8,3 Hz, H-5-Ph-m); 7,71-7,80 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,39 (d, 2H, J 8,3 Hz, H-5-Ph-
o); 8,20-8,23 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,82-8,83 (m, 6H, H β-pirrólicos); 8,96 (d, 2H, J 4,8 
Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 419 (4,31), 517 (3,95), 555 (3,68), 590 (3,60), 651 (3,16) 
EM (Maldi) m/z: 644,3 [M+H]+. 
 
N,N-dimetilporfirina 25 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), δ (ppm): -2, 72 (s, 2H, NH); 3,24 (s, 6H, CH3); 7,11 (d, 2H, J 
8,4 Hz, H-5-Ph-m); 7,71-7,80 (m, 9H, H-10,15,20-Ph-m,p); 8,65 (d, 2H, J 8,4 Hz, H-5-Ph-
o); 8,20-8,24 (m, 6H, H-10,15,20-Ph-o); 8,81-8,82 (m, 6H, H β-pirrólicos); 8,96 (d, 2H, J 4,8 
Hz, H β-pirrólicos) 
UV-Vis (CH2Cl2), λmáx/nm(logε): 418 (4,96), 519 (3,71), 557 (3,57), 591 (3,29), 652 (3,28) 
EM (Maldi) m/z: 657,4 [M+H]+ 
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1. Introdução 
 
1.1 O que são vírus 
O termo vírus deriva da palavra latina veneno. Numa perspectiva muito simples são 
parasitas intracelulares obrigatórios, são entidades que só sobrevivem à custa de um 
hospedeiro, infectando as células e usando a sua maquinaria para se replicarem, dado 
que possuem material genético na sua constituição. Após este processo normalmente a 
célula perde a funcionalidade, perde energia e acaba por morrer. No entanto os vírus são 
“inteligentes” ao ponto de não provocar lesões muito graves (fatais) aos hospedeiros uma 
vez que a sua sobrevivência é assegurada por estes. 
Os vírus representam os seres mais pequenas existentes na história da Terra (o mais 
pequeno é um bacteriófago de 0,2 µm), fazendo a fronteira entre o mundo vivo e o não 
vivo, o que nos leva a questionar se serão seres vivos? Foi, é e será uma questão muito 
discutível porque dependerá sempre do conceito de organismo,1 uma vez que têm 
material genético para se replicarem mas não têm maquinaria autónoma para o fazerem. 
Como têm capacidade limitada para armazenar a informação genética são os organismos 
mais eficientes e económicos que existem. 
Muitas vezes quando pensamos em vírus associamos às doenças e lesões por eles 
causadas, no entanto há que salientar a sua importância no desenvolvimento da Biologia 
celular e molecular. Foi através dos mesmos que hoje conhecemos o modo de 
funcionamento das células. Muito do que se sabe acerca da replicação do DNA resultou 
de estudos em células animais e de bactérias infectadas com DNA viral, uma vez que 
muitos vírus dependem inteiramente das proteínas celulares para a replicação do seu 
DNA.1 
 
1.2 Classificação e estrutura básica  
Antigamente os vírus eram designados somente consoante as células hospedeiras em 
que replicavam (animais, plantas e bactérias), hoje em dia, graças ao avanço da ciência e 
à invenção do microscópio electrónico (1930) a sua classificação é também feita de 
acordo com a sua composição química (ácido nucleico, proteínas e presença ou ausência 
de invólucro), tamanho, forma e simetria. 
Os vírus são constituídos por material genético (DNA ou RNA), ao contrário de todos os 
organismos vivos que só possuem DNA no seu genoma, não havendo registos de vírus 
que possuam ambos. O material genético pode ser de cadeia simples ou dupla e devido 
à fragilidade que apresenta encontra-se protegido de diversas acções de natureza 
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química, física e/ou enzimática por capsómeros formando a cápside. Por exemplo 
quando o vírus saí da célula entra num meio hostil que o poderia inactivar rapidamente, 
dando por terminada a geração viral. Os capsómeros são proteínas virais ligadas entre si 
ordenadamente. O genoma viral e a cápside formam a nucleocápside, que por sua vez 
constitui o vírus.2,3 
Vírus designados simples só têm uma molécula de ácido nucleico, podendo codificar 
somente quatro proteínas, os mais complexos podem ou não conter várias moléculas de 
ácido nucleico codificando entre 100-200 proteínas, e as nucleocápsides podem ser 
formadas por um ou mais tipos de proteínas. A cápside pode ter uma estrutura mais 
simples helicoidal (ex: vírus da planta do tabaco), ou pode ser mais complexa 
apresentando, por exemplo, uma estrutura icosaédrica, figura 10 e figura 11. Alguns vírus 
apresentam um invólucro que consiste numa dupla membrana lipídica (fosfolípidos) 
externa e estes apresentam ainda uma matriz de proteínas entre a nucleocápside e o 
invólucro. Esta membrana forma-se por extrusão de membranas celulares, muitas vezes 
da membrana plasmática (budding) e contém glicoproteínas virais (espigões ou 
péplomeros) na sua superfície exterior. Muitos vírus necessitam de deixar a membrana 
plasmática intacta, pelo que aproveitam esta necessidade como uma vantagem para não 
provocarem a destruição das células, aumentando as hipóteses de uma possível infecção 
posterior. No entanto, há que salientar que nem todos os vírus usam esta membrana para 
formarem o seu invólucro, uns utilizam por exemplo a membrana nuclear e outros as 
membranas do complexo de Golgi, saindo da célula em vacúolos. Designa-se por virião o 













Figura 10 – Vírus do mosaico da planta do tabaco: a. vista lateral – a azul a cápside helicoidal  e 
a amarelo o genoma viral (RNA); b. vista de cima; c. folhas infectadas.5 
 
 
  c. 
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Figura 11 – Vírus com cápside icosaédrica: a. vírus com cápside icosaédrica; b. vírus influenza 




1.3 Ciclo replicativo do vírus 
 
Os vírus têm como único objectivo replicar a sua informação genética e para tal é 
necessário aceder à maquinaria da célula. 
O ciclo de infecção ou ciclo replicativo dos vírus desenvolve-se em oito etapas:1,2,3,4,9  
 Adsorção (fixação ou ligação) 
 Penetração 
 Descapsidação 
 Replicação genómica e expressão dos genes 





       
   b.       c. 
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Este é um esquema “tipo” para um hipotético vírus animal (figura 12) uma vez que o 
ciclo de replicação do vírus vai depender entre muitos factores da interacção vírus-
receptor, do tipo de célula infectada e do local de replicação do vírus. Muitos dos 
processos não são detectados ou encontram-se muito pouco aprofundados uma vez que 













Figura 12 – Esquema geral para a replicação de um vírus. 
 
Adsorção, fixação ou ligação 
Como parasitas intracelulares obrigatórios, a primeira etapa diz respeito à primeira 
interacção do vírus com a célula hospedeira à superfície da mesma. O vírus só se liga a 
uma célula que contenha um receptor que se ligará ao seu anti-receptor. Normalmente os 
receptores são proteínas específicas ou resíduos glicosídicos de glicoproteínas ou 
glicolípidos, por exemplo: o vírus da SIDA liga-se a células que tenham como receptores 
uma proteína CD4, que se encontra nos linfócitos, sendo crítica para o sistema imunitário 
do organismo. Os antireceptores são também proteínas. Vírus mais complexos possuem 
mais do que um tipo de receptores podendo entrar na célula de diversas maneiras (vírus 
do herpes e poxvirus). Se a célula não está apta a receber esse vírus, isto é não tem 
receptores, não poderá ser infectada. 




O vírus ou a sua informação genética penetra na célula. Ocorre muito pouco tempo 
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Os vírus podem entrar na célula por 3 modos:4  
Translocação 
 Endocitose 




Em muitos casos esta etapa e a anterior ocorrem simultaneamente. 
Esta fase consiste na remoção total ou parcial da cápside ou da cápside e do invólucro 
lipídico com libertação do genoma viral para o citoplasma, permitindo que a célula 
expresse as funções genéticas do vírus. Para alguns vírus (é o caso dos Herpesvírus) há 
a movimentação do genoma viral para o núcleo da célula hospedeira, sendo este o local 
onde ocorre a replicação viral. 
 
Replicação genómica e expressão dos genes 
O genoma viral é expresso, utilizando a maquinaria celular para sintetizar as suas 
próprias proteínas e para ser replicado. 
 
Montagem do virião 
É nesta fase que se dá a reorganização de todos os componentes necessários para a 
formação de novos viriões, ocorrendo num sítio específico da célula, que irá depender do 
sítio de replicação do vírus (citoplasma, núcleo, membranas internas da célula…) 
 
Maturação 




Processo pelo qual o vírus sai da célula, podendo a seguir repetir o seu ciclo. 
Nos vírus líticos (muitos dos que não possuem invólucro) há lise da célula infectada e o 
vírus é libertado para o meio extracelular, a célula é destruída. Ao contrário na maioria 
dos vírus com invólucro saem por gemulação adquirindo assim a sua membrana lipídica. 
Estes vírus causam efeitos degenerativos nas células sem lhe causar a sua morte. 
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1.4 O herpesvirus humano tipo I – HSV-1 
 
A palavra herpes tem origem na palavra grega herpein que significa arrastar ou rastejar, 
devido à maneira como esta doença se manifesta em lesões alastrantes da pele somente 
em determinadas regiões.  
O herpesvírus humano pertence á família Herpesviridae. Actualmente são conhecidos 
mais de cem vírus pertencentes a esta família que infectam muitas espécies de 
vertebrados (Homem, sapos e peixes) e até fungos e moluscos. Até agora foram 
caracterizadas oito estirpes patogénicas para o Homem: os herpesvírus simples ou 
simplex tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2), vírus da varicela e da zona ou vírus varicela-zóster 
(VVZ), citomegalovírus (CMV), vírus de Epstein-Barr (EBV), herpesvirus humano tipo 6 
(HVH-6), herpesvirus humano tipo 7 (HVH-7) e herpesvirus humano tipo 8 (HVH-8).3 
Apesar da sua descoberta ter sido só em 1919, existem descrições de erupções 
herpéticas desde a antiguidade. A descoberta foi feita por Lowenstein quando este 
inoculou num coelho o vírus provenientes de lesões provocadas pelo HSV em humanos, 
produzindo infecções na córnea do animal semelhantes às existentes nas queratites 
humanas.2 
Normalmente a infecção de um indivíduo por HSV-1, em 90% das vezes, dá-se durante 
a infância. Há também uma maior incidência desta doença em países subdesenvolvidos, 
nos quais por vezes as condições mínimas de higiene não estão asseguradas.  
O herpes é uma doença viral recorrente, geralmente benigna, é causada geralmente 
pelo vírus HSV-1, sendo o homem e os chimpanzés os únicos reservatórios do HSV-1. A 
transmissão da doença pode dar-se por contacto directo entre indivíduos (saliva, fluidos 
vesiculares…), partilha de objectos (copos, escovas de dentes…), autoinoculação 
(infecções oculares…).  
A primeira infecção é muitas vezes assintomática, não havendo manifestações, pelo 
que é difícil dizer ao certo quantas pessoas infectadas existem. No entanto, através de 
uma análise ao sangue podem-se procurar os anticorpos para o HSV-1, se essa pessoa 
não os tiver então não estará quase de certeza infectada. Diz-se quase de certeza, uma 
vez que pacientes imonudeprimidos certamente não terão o anticorpo.  
A infecção por HSV-1 origina vesículas em torno da mucosa bucal também designadas 
por fever blisters (botão de febre), lesões na garganta e gengivoestomatites. As vesículas 
contêm um líquido riquíssimo em viriões, pelo que a ruptura das mesmas resulta num 
meio de infecção. Quando a infecção é combatida pelos anticorpos não ficam quaisquer 
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cicatrizes resultantes da mesma. Queratoconjuntivites, encefalites e graves lesões em 
pacientes imunocomprometidos são outras manifestações do HSV-1. 
Normalmente a porta de entrada que permite ao vírus a sua primeira infecção são as 
células epiteliais junto da cavidade oral e das membranas da boca e dos lábios. Após 
entrada do mesmo nas células ele multiplica-se originando lesões aparecendo assim as 
tais vesículas que posteriormente formam uma crosta devido à acção dos anticorpos. No 
entanto há vírus que não é destruído devido a esta acção. 
Estes vírus têm uma particularidade muito importante: possuem para além do estado 
lítico, um estado de latência, não sendo destruído pelos anticorpos. No seu estado de 
latência encontram-se alojados nos gânglios trigeminais. Por baixo da cavidade oral 
existem uns receptores de sensores que distinguem os diferentes sabores, a sensação 
de calor ou de pressão. Estes sensores estão ligados pelos axónios às células nervosas, 
os neurónios que formam os gânglios. A nucleocápside entra nos axónios e vai para o 
núcleo dos gânglios, no qual permanece latente. Aqui se eventualmente houver 
expressão dos genes é muito residual. O indivíduo uma vez infectado permanece com o 
vírus para toda a vida, podendo ou não ter nova reactivação do mesmo. Dado que os 
anticorpos não conseguem penetrar na membrana citoplasmática eles não conseguem 
detectar o vírus nos neurónios. 
Uma nova erupção herpética pode ter tanto origens internas como externas: stress, 
menstruação, infecções, imunossupressão, exposição à radiação UV, etc. Estes factores 
são estimulados e são comunicados às células infectadas nos neurónios trigeminais, e o 
DNA viral inicia o caminho inverso através dos axónios até às células epiteliais.2 
 
Classificação 
O HSV-1 é um vírus de DNA de dupla cadeia e pertence:2,3 
à família: Hespesvirinae 
à subfamília: Alphaherpeviridae (existem três: α, β, e γ) 
ao género: Simplexvirus 
à espécie: Herpesvírus humano 1 
Nome comum: Herpesvírus simples 1 ou herpesvírus simplex tipo I(HSV-1) 
 
Estrutura 
O DNA deste vírus, como já foi referido acima, é linear de cadeia dupla mas encontra-se 
numa forma circular, assemelhando-se a um donuts, no interior da nucleocápside, sendo 
capaz de codificar pelo menos 70 proteínas. O nucleóide está envolto por uma cápside 
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icosaédrica composta por 162 capsómeros hexagonais e pentagonais, formando assim a 
cápside. Esta cápside é envolvida por uma matriz de proteínas, a qual se designa por 
tegumento. Por fim, esta última estrutura é protegida pelo invólucro que contém 




Figura 13 – Estrutura do herpes simplex 1. Adaptado de 10 
 
 
O ciclo replicativo 
Como já foi visto em cima, o vírus só entra em células permissivas, isto é em células 
que contenham os receptores que permitam a ligação do mesmo ao hospedeiro. No caso 
específico do HSV-1 as glicoproteínas existentes na superfície do vírus vão-se ligar aos 
glicosaminoglicanos da membrana celular. Após esta ligação inicia-se um processo que 
resulta na fusão do invólucro viral com a membrana citoplasmática da célula hospedeira. 
Esta fase é extremamente rápida.2,11 Uma vez no interior da célula, a cápside é 
transportada através do citoplasma até aos poros nucleares sendo aqui o DNA libertado 
para o interior do núcleo. De seguida inicia-se o processo de transcrição do DNA dentro 
do núcleo, as proteínas virais são sintetizadas nos ribossomas existentes no citoplasma. 
A síntese de DNA viral é detectada após 2-3h pós infecção, podendo a mesma prolongar-
se por mais 9-12h.2,11 Quando termina o processo de replicação e transcrição do DNA 
viral este é clivado e empacotado dentro da cápside que se formou previamente. A 
cápside tem agora de deixar o núcleo e percorrer um caminho até chegar ao meio 
extracelular. Na maturação, o primeiro passo diz respeito à obtenção do invólucro a partir 
da membrana interna do núcleo, de seguida o invólucro funde com a membrana externa 
do núcleo, resultando na perda do mesmo, sendo a cápside libertada para o citoplasma. 
No citoplasma o vírus adquire o tegumento final e de seguida obtém o invólucro por fusão 
com as vesículas do complexo de Golgi, sendo depois excretado para o exterior da 
célula.12 As glicoproteínas virais são sintetizadas no retículo endoplasmático rugosos 
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(RER) e depois transportadas para o complexo de Golgi para a adição de mais 
carbohidratos, sendo depois inseridas em membranas.2,11 A figura 14 ilustra o ciclo 
replicativo do HSV-1 que leva cerca de 18-20 h a terminar. 
Dado que o vírus monopoliza toda a maquinaria da células (ribossomas, RER, 
complexo de Golgi...) para produzir DNA e proteínas virais, após ter sido infectada a 
célula acaba por morrer. 
 
Figura 14 – Ciclo replicativo do HSV-1. Adaptado de 13 
 
 
1.5 Combate ao vírus – terapia antiviral 
 
Os avanços na medicina nos últimos anos têm sido imensos, particularmente com a 
aplicação da tecnologia biomédica no diagnóstico e tratamento de certas doenças 
humanas. 
As doenças virais são particularmente preocupantes e delicadas uma vez que, muitas 
vezes, é difícil o seu diagnóstico, terapia e prevenção. Nenhuma outra doença causa 
tanta debilidade como as causadas por vírus e até agora estas doenças são tratadas 
apenas pelo alívio dos sintomas e não por ataque directo ao mesmo. 
Nos últimos anos tem havido uma preocupação constante no combate a infecções 
herpéticas, respiratórias e principalmente no combate à SIDA quer em países 
desenvolvidos (Estados Unidos, Reino Unido…) quer em países subdesenvolvidos (África 
e Ásia), nestes últimos especialmente devido a carências económicas, de higiene e à 
falta de informação/compreensão por parte da população. Várias vacinas a antivirais têm 
sido desenvolvidos. 
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No caso específico do HSV-1, existem vário antivirais disponíveis no mercado no 
entanto, não há nenhum que erradique completamente o vírus do organismo devido a 
seu estado de latência. 
 
Quando se imagina um antiviral tem de se ter em conta vários factores:14 
-formulação; 
-estabilidade no organismo; 
-selectividade; 
- espectro de acção (aplicação em vários vírus); 
-inibição da replicação; 
-mínimo de toxicidade, não suprimindo a imunidade do indivíduo; 
-não criação de resistência (mutação); 
-mecanismo de entrega ao sítio alvo. 
Para além destes factores há ainda que ter em atenção a evolução bastante rápida do 
HSV-1 no organismo. 
 
No início da terapia antiviral havia o grande problema de um fármaco poder afectar as 
células uma vez que os vírus são parasitas celulares obrigatórios. No entanto, com a 
continuação do estudos dos vírus descobriram-se enzimas virais que são essenciais à 
replicação dos mesmos e que diferem das enzimas do hospedeiro, permitindo assim que 
um fármaco se ligue selectivamente às enzimas virais. Por outro lado, há ainda a 
possibilidade de conhecer os locais de ligação do vírus e bloqueá-los, assim como o que 
media o transporte dos mesmos da membrana plasmática até à membrana nuclear. 
Actualmente, existem muitas substâncias identificadas com propriedades antivirais, 
poucas têm sido utilizadas devido essencialmente a serem tóxicas para o organismo. A 
maioria das substâncias são análogos de nucleótidos, como por exemplo: brivudine, 
edoxudine, glanciclovir, penciclovir…14 De entre os análogos de nucleótidos destaca-se o 
aciclovir (ACV), 9-(2-hidroxietoximetil)guanina, comercializado sob o nome de Zovirax. O 
aciclovir é em tudo semelhante à guanosina no entanto, no lugar do açúcar, possui uma 
cadeia aberta para fazer as funções do mesmo, figura 15. 
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Figura 15 – Aciclovir e Guanosina 
 
Uma vez administrado o ACV é transportado para o interior das células por difusão 
passiva ou por transportadores de nucleósidos. No interior das células é activado pela 
cinase timidina (TK) sofrendo fosforilação a ACVMF. O ACVMF é fosforilado 
seguidamente por TK celulares a ACVTF, este último vai inibir a polimerase de DNA, uma 
vez que se liga a ele, de forma irreversível, 30 vezes mais eficazmente que o trifosfato  
deoxiguanina (dGTF). Posteriormente o ACVTF vai intercalar com o DNA inibindo a 
replicação uma vez que o terminal 3’ ficou impossibilitado de estabelecer a próxima 
ligação com o nucleótido seguinte. O ACVTF não apresenta o grupo hidroxilo na posição 
2 da deoxiribose.11,14 De entre todas as drogas disponíveis este é o único que possui 
selectividade para as células infectadas, uma vez que as polimerases de DNA celulares 
têm pouca afinidade para o ACVTF, sendo no entanto necessário activação pela TK. 
Possui por isso toxicidade reduzida. Uma outra vantagem do ACVTF é o facto de ser uma 
substância bastante polar, apresentando uma grande dificuldade em transpor a barreira 
imposta pela membrana plasmática, permanecendo retido no interior das células em 
concentrações bastante elevadas.11 
Um outro antiviral muito usado é o foscarnet, a base conjugada do ácido fosfonofórmico 
que é um análogo do pirofosfato. O seu princípio antiviral tem como base o bloqueio do 
local de ligação do pirofosfato à polimerase de DNA, não necessitando de activação. No 
entanto, a grande desvantagem no uso deste antiviral, é que ele não só não distingue 
células infectadas de células sãs, como apresenta toxicidade para as mesmas. Além 
disso, devido ao seu carácter bastante hidrofílico é difícil a sua entrada nas células e por 
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Devido à falta de selectividade, biodisponibilidade, toxicidade e resistência (por 
mutação do vírus) a este tipo de compostos, tem-se vindo a desenvolver alternativas às 
terapêuticas às terapias convencionais.11,14,15  
 
Uma potencial alternativa é o uso do princípio da terapia fotodinâmica na erradicação 
de vírus do organismo humano (ou de fluidos biológicos), já descrito na parte I, capítulo 1, 
recorrendo ao uso de derivados porfirínicos. Até à data não se sabe ao certo o modo de 
acção destes compostos na destruição viral. Pensa-se que, para além dos fotoprocessos 
descritos na parte I desta dissertação (formação de espécies reactivas de oxigénio e.g. 
radicalares e oxigénio singuleto), outros mecanismos moleculares poderão estar 
envolvidos na sua destruição. O grupo de Química Orgânica da Universidade de Aveiro já 
demonstrou que alguns macrociclos porfirínicos neutros e catiónicos apresentam uma 
actividade biológica bastante eficaz contra o HSV-1.16 No seguimento dos resultados 
obtidos foram preparados, no âmbito de um trabalho anterior, diversos macrociclos 
reduzidos do tipo clorina, contendo unidades glicosídicas neutras e catiónicas. No 
presente trabalho propôs-se avaliar a actividade biológica destes compostos e dos seus 
precursores, com e sem fotoactivação. Fez-se ainda um estudo de foto-estabilidade e 
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2. Apresentação e discussão de resultados 
 
Tendo como objectivo a procura de moléculas com características que permitam vir a 
ser consideradas no tratamento e erradicação do HSV-1 realizou-se no Departamento de 
Biologia Vegetal da Faculdade de Ciências da Universidade de Lisboa e em colaboração 
com o professor Doutor António de Matos da Faculdade de Medicina Dentária da 
Universidade de Lisboa, ensaios biológicos que visaram a avaliação da actividade anti-
herpética, de algumas clorinas cujas estruturas se encontram apresentadas na Figura 16, 






















































































Figura 16 – Macrociclos porfirínicos do tipo clorina preparados no Departamento de 
Química da Universidade de Aveiro e utilizados nos ensaios biológicos sob o HSV-1. 
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A escolha destes derivados, como possíveis fotossenssibilizadores, teve em 
consideração quer as propriedades espectroscópicas quer a sua solubilidade. Os 
macrociclos reduzidos de tipo clorina apresentam uma banda de absorção na região do 
vermelho do espectro de visível mais intensa que as correspondentes porfirinas o que 
permite a sua excitação a comprimentos de onda onde a luz apresenta maior poder de 
penetração. O acoplamento de moléculas de açúcar e a introdução de cargas aumenta 
não só a solubilidade da molécula como também a localização do fotossensibilizador nas 
células alvo, uma vez que a sua internalização celular poderá passar pelo 
reconhecimento molecular dos canais de açúcar presentes na membrana celular.16 
 
O estudo de avaliação da actividade destas clorinas iniciou-se pelo estudo das suas 





Este estudo foi realizado com o intuito de verificar se o espectro de absorção de cada 
composto sofria alteração, quer ao nível de um decréscimo/deslocamento acentuado das 
bandas típicas de absorção, quer ao nível do aparecimento de novas bandas. Preparou-
se para cada composto, uma solução de concentração 1 µM em DMF/H2O (9:1). Numa 
célula de quartzo colocaram-se 10 µL da solução anterior, perfazendo-se o volume para 2 
mL de volume final. A solução foi irradiada durante 20 min com luz branca, com igual 
potência (17,4 mW.cm-2) à utilizada nos ensaios biológicos, sendo a solução mantida em 
agitação durante o período de irradiação, e na presença de oxigénio. Fizeram-se para as 
clorinas de 1 a 6 leituras de absorção a tempos definidos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15 e 20 
min.  
Do estudo efectuado concluiu-se que nenhum destes seis compostos apresenta 
fotodegradação ao longo do tempo de irradiação, uma vez que as bandas de absorção se 
mantêm com uma intensidade constante. No entanto, tal não significa que em ensaios 
biológicos o comportamento seja o mesmo, uma vez há que ter em consideração todos 
os constituintes celulares assim como o metabolismo da própria célula. 
A título de exemplo apresentam-se os espectros de UV-Vis da N-H clorina 1 durante o 
intervalo de tempo 20 min, em que a solução foi irradiada (Figura 17). 
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Figura 17 – Espectro de visível da 
 
Pode-se verificar que a intensidade das bandas da 
inalteradas ao longo dos 20 min de irradiação.
 
 
2.2 Geração de oxigénio singuleto
 
De modo a estudar o potencial foto
determinou-se o rendimento quântico de oxigénio singuleto (
por medição do decaimento da absorção do 1,3
oxidação, a 415 nm em DMF/H
comparação utilizado foi a ftalocianina de zinco
de oxigénio singuleto, cujo φ∆
em atenção que absorvância 
preparadas na altura e mantidas 
fotossensibilizador estava presente numa concentração 10 vezes inferior 
ao DPIBF. 
Neste estudo, a potência utilizada
filtro laranja (λ > 550 nm) e uma lente convergente. 
DPBF, a 415 nm, a intervalos de tempos definidos: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 15 e 20 min, 
encontrando-se os rendimentos quânticos de geração de oxigénio singuleto obtidos 
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ssensibilizador das diferentes clorinas em estudo, 
φ∆) gerado por
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 é 0,56 em DMF.17 Assim, prepararam-se soluções
das mesmas estaria abaixo da unidade. As soluções foram 
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 foi de 17,4 mW.cm-2, tendo-se utilizado ainda um 
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Tabela XIV – Rendimento quântico de geração de oxigénio singuleto das diversas 
clorinas sintetizadas, em DMF/H2O (9:1). 
 
Clorinas φ∆ -N-R 
1 0,70 -NH 
2 0,78 -NCH3 
3 0,40 -N(CH3)2+ 
4 0,74 -Naçúcar 
5 0,86 -N(açúcar)(CH3)+ 
6 0,70 -Naçúcar desprotegido 
PcZn 0,56 Ftalocianina de Zinco 
 
 




em que Iamostra e Ipadrão correspondem à absorção de luz das amostras em estudo e do 
padrão, respectivamente, φ∆ padrão é o rendimento quântico de oxigénio singuleto gerado 
pelo padrão utilizado (0,56 para a PcZn em DMF) e Kamostra e Kpadrão corresponde à 
constante de velocidade do decaimento do DPIBF na presença de cada uma das 
amostras e do padrão, respectivamente.  
Pela observação da tabela acima pode-se verificar que, exceptuando a clorina 3, todas 
as clorinas em estudo apresentam rendimentos quânticos de oxigénio singuleto 
superiores ao rendimento quântico de oxigénio singuleto gerado pela PcZn, considerada 
um bom fotossensibilizador. Apesar deste derivado ser o que apresenta um menor 




2.3 Ensaios de citotoxicidade 
 
A avaliação da actividade biológica destes compostos efectuou-se directamente sobre 
suspensões virais e também em células infectadas. A linha celular utilizada foi Vero, 
células isoladas de células epiteliais de rim de macaco verde africano (Cercopithecus 
aethiops). A avaliação da actividade biológica destes compostos, nomeadamente os 





















Capítulo II – Apresentação e discussão de resultados                                                                    87 
Universidade de Aveiro 
de 5º Ano da Licenciatura em Química e dos quais será apresentado um pequeno 
resumo podendo-se encontrar mais detalhes no anexo 1. 
Relativamente à avaliação da actividade biológica, o estudo iniciou-se pela 
determinação, para cada composto, da concentração máxima não citotóxica (CMNC), 
que corresponde à quantidade máxima do composto em estudo tolerada pelas células 
sem lhes provocar a morte. Para a determinação da CMNC realizou-se o teste do MTT,18 
sendo os ensaios realizados com e sem fotoactivação. Assim, determinou-se a CMNC 
para todos os compostos, verificando-se que somente o composto 7 é bastante citotóxico 
na ausência de luz. Relativamente aos outros compostos, só o 3 e 5 quando usados em 
concentrações elevadas, superiores a 30 µM, apresentam um índice de viabilidade 
celular (IC) inferior a 50%, na ausência de luz. Nos ensaios realizados na presença de 
luz, o único composto que se pode afirmar como sendo muito fotocitotóxico é o composto 
3, que apresenta um IC50 para uma concentração de 2 µM. É de salientar que alguns 
dos compostos em estudo foram utilizados numa concentração superior à CMNC, no 
entanto, nos casos em que isso aconteceu, assegurou-se que a taxa de viabilidade 
celular estava acima dos 80%. Os gráficos representativos dos resultados obtidos 




2.4 Efeito virucida 
 
O primeiro ensaio realizado para avaliar a actividade biológica dos compostos sobre o 
HSV-1 foi a determinação do efeito virucida, isto é, estudou-se o efeito das drogas 
directamente sobre as partículas virais. Se as drogas apresentarem efeito virucida 
observa-se um aumento na taxa de inibição da infecciosidade como consequência da 
diminuição do título do vírus. Nenhum dos compostos em estudo mostrou efeito virucida 
na ausência de luz, mesmo quando utilizados em concentrações superiores à CMNC. 
Quando fotoactivados, apenas os compostos 3 e 5 demonstraram efeito quando utilizados 
numa concentração superior à CMNC. Estes dois compostos foram ensaiados nas 
seguintes concentrações: 2,5 e 5 µM. O composto 3 é extremamente citótoxico nestas 
concentrações (IC10 para 2,5 µM), em contrapartida o composto 5 na concentração 5 µM 
apresenta um IC80 (ver do anexo item 2). Por comparação, pode-se concluir que somente 
o composto 5 seria indicado para fins terapêuticos, dado o baixo grau de citotoxicidade 
que apresenta. O composto 3 seria ideal para fins de esterilização. 
Capítulo II – Apresentação e discussão de resultados                                                                  88 
Universidade de Aveiro 
 
A abordagem seguinte teve como objectivo estudar o efeito dos compostos no ciclo 
replicativo do vírus. 
 
 
2.5 Efeito no ciclo replicativo 
 
 
Este teste permite verificar se a produção de novas partículas virais é afectada quando 
se adicionam os compostos a células infectadas. Para além disso, este teste poderá 
elucidar também sobre a fase do ciclo replicativo em que as drogas actuam, através da 
realização de uma cinética em que se inoculam os compostos a tempos de infecção 
diferentes, correspondendo a fases diferentes do ciclo replicativo do vírus. Após um ciclo 
replicativo procede-se à colheita das células e dos sobrenadantes das culturas e titula-se 
o vírus, neste caso o vírus titulado é o vírus total, isto é, a mistura dos vírus intra e 
extracelular, promovida pela lise das células num ciclo de congelação e descongelação (-
80 ºC/ 37 ºC). 
Obtiveram-se melhores resultados na ausência de luz do que quando se fotoactivaram 
células infectadas tratadas com os compostos em estudo nas concentrações estudadas. 
Este resultado foi bastante inesperado, uma vez que estes compostos geram 
eficientemente oxigénio singuleto, exceptuando a clorina 3, esperando-se assim que 
demonstrassem um efeito promissor quando fotoactivados. 
De todos os compostos ensaiados os que se mostraram mais eficientes no combate ao 
HSV-1 foram as clorinas 3 e 5, na ausência de luz, pelo que o estudo prosseguiu 
somente com estes dois compostos. Como tal, realizou-se uma cinética em que se 
utilizaram os compostos na CMNC (5 µM). Os compostos foram inoculados às 0, 2, 4, 6, 
8, 10 e 12 h pós-infecção, sendo as células e os sobrenadantes das culturas colhidos às 
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Gráfico 1 – Influência do tempo de adição da droga, a diferentes tempos pós-infecção, na 
percentagem de inibição da produção de novas partículas virais infecciosas. Compostos 3 e 5 






Gráfico 2 – Influência do tempo de adição da droga, a diferentes tempos pós-infecção, na 
percentagem de inibição da produção de novas partículas virais infecciosas. Compostos 3 e 5 
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Ambas as drogas apresentam inibição significativa quando usadas na concentração de 5 
µM (CMNC), na ausência de radiação. No entanto, quando fatoactivadas (Gráfico 2) 
verifica-se que a droga 3, embora iniba a produção de novas partículas virais quando 
adicionada nos tempos de infecção testados, tem maior eficácia quando è adicionada às 
6 h pós-infecção, uma vez que nos outros tempos em que foi testada a percentagem de 
inibição de novas de partículas virais foi inferior. Relativamente à droga 5, apresenta uma 
menor eficácia, tendo maior efeito quando é adicionada em períodos mais tardios da 
infecção. 
Uma vez que estes compostos também apresentam efeito quando adicionados em 
períodos mais tardios da infecção (em que se está a dar a morfogénese das futuras 
partículas virais), pode admitir-se que actuem nesta fase do ciclo replicativo viral, e que 
seja a sua estabilidade nas células infectadas, a razão porque também apresentam 
actividade quando são adicionadas mais precocemente. Foi esta a principal razão porque 
se escolheu adicionar as drogas às 8h pós-infecção, período em que já está em curso a 
morfogénese.11 Para verificar se este pressuposto está correcto poder-se-ia realizar um 
novo ensaio utilizando uma concentração inferior a 5 µM e verificar qual o período em 
que a droga apresenta maior efeito. 
Após se ter avaliado o efeito dos compostos 3 e 5 no ciclo replicativo e se ter concluído 
que estes contribuem para a diminuição da infecciosidade das partículas virais, na 
ausência de radiação, decidiu-se verificar de que modo é que a produção de partículas 
virais estava a ser afectada, recorrendo à microscopia electrónica de transmissão (TEM). 
  
 
2.6 Microscopia electrónica de transmissão (TEM) 
 
Infectaram-se células e inocularam-se os compostos às 8 h pós-infecção na CMNC (5 
µM), na ausência de luz. Colheram-se células das 12-24 h pós-infecção, sendo 
devidamente processadas para a análise microscópica (Figura 18). 
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Figura 18 – Células Vero infectadas com HSV-1: 1 – Células infectadas não tratadas (controlo), 2 – 
células infectadas tratadas com o composto 3, 3 –  Células infectadas tratadas com o composto 5, 
4 – Vírus extracelular no controlo não tratado; M – invólucro nuclear, setas – viriões.19 
 
 
Na imagem 1, células infectadas não tratadas, verifica-se que o invólucro nuclear (M) 
está muito alterado, observando-se alguns viriões (setas) quer no núcleo (N) quer no 
complexo de Golgi (G). A imagem 4 mostra o processo de saída do vírus da célula para o 
exterior (budding) da membrana citoplasmática. Quando se trata as células com o 
composto 3 (imagem 2), verifica-se a presença de viriões quer no núcleo quer em 
vesículas citoplasmáticas  mas em menor quantidade que nas células controlo (1) e ainda 
se salientam menores alterações nos invólucros nucleares. Nas células infectadas e 
tratadas com o composto 5 (imagem 3) observam-se vírus abundantes no interior do 
núcleo mas ao contrário do que é observado em células não tratadas, o invólucro nuclear 
apresenta alterações mais reduzidas. Pode-se observar ainda alguns viriões no 
citoplasma de algumas células assim como no espaço extracelular. 
A análise ultraestrutural revelou que apesar da montagem das partículas virais se 
continuar a observar no núcleo das células infectadas tratadas, a sua distribuição 
intranuclear, citoplasmática e extracelular parece alterada, e revelou ainda que as 
alterações no invólucro nuclear provocadas pela infecção viral são menos acentuadas 
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deverão estar relacionadas com o mecanismo de transporte do vírus 
membranas, o que poderá sugerir uma inibição desse transporte possivelmente 
resultante de alterações ao nível das proteínas virais
como alvos da acção das drogas.
Pelo estudo de acção dos compostos 
há diminuição do número de partículas virais
microscópica mostram que
observadas a nível celular 
viral. Dado que estes vírus 
inibição da infecciosodade iniciou
 
2.7 Análise de DNA celular e viral
 
Inicialmente extraiu-se DNA de células testemunho e infectadas
Para tal, inocularam-se as drogas 
pós-infecção fizeram-se colheitas das mesmas. As amostras foram sujeitas a um 
tratamento com proteínase K, de modo a digerir as proteínas e
diversas extracções com fenol e clorofórmi
amostra. Fez-se uma electroforese
obtendo-se a seguinte imagem
 
Figura 19 – Imagem de um gel de agarose a 0,6% em que se analisaram amostras de DNA 
extraído às 24 h pós-infecção 
na CMNC (5 µM) na ausência de luz. As drogas foram 
1      2
s                                          
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 incorporadas na membrana nuclear, 
 
3 e 5 no ciclo replicativo do vírus verifica
 infecciosas. Os resultados da
 há formação de partículas virais. As diferenças de morfologia 
sugerem uma inibição do transporte e maturação da proteína 
são constituídos por DNA e proteínas, a procura da causa da 
-se pela análise de DNA.  
 
, tratadas e não tratadas. 
3 e 5 na CMNC (5 µM) às 8 h pós
, de seguida foram feitas 
o para extrair e purificar o DNA de cada 
 em gel de agarose (0,6%) com brometo de etídio
, Figura 19.  
 
de células testemunho e infectadas com e sem os compostos 
adicionadas às 8 h pós
      3        4     5     6     7    
1. Células testemunho
2. Celúlas testemunho tratadas, 
3. Celúlas testemunho tratadas,
4. Células infectadas, 24 h
5. Células infectadas, 24 h, 
6. Células infectadas, 24 h, 
7. Marcador de massa molecular (1 kb 
DNA plus, Invitrogen)




-infecção e às 24 h 
, 
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Este ensaio serve para verificar, por comparação, se há alteração na quantidade de 
DNA entre cada amostra para o mesmo tempo de recolha ou se eventualmente há 
degradação do mesmo. Verifica-se que não existe diferença na degradação de DNA, e 
que aparentemente a quantidade de DNA é igual para as amostras do mesmo tipo 
(testemunho e infectadas) tratadas e não tratadas. Observa-se predominantemente DNA 
celular (banda de elevada massa molecular mais smear ao longo da pista). Não é possível 
com esta abordagem distinguir o DNA viral. 
 
 
Tendo-se verificado que o DNA extraído não mostrava diferenças significativas, o passo 
seguinte consistiu em clivar o DNA em fragmentos mais pequenos com a ajuda de 
enzimas de restrição. Enzimas de restrição são enzimas isoladas de bactérias, mais 
propriamente endonucleases, que reconhecem e cortam o DNA em locais com sequências 
específicas, catalisando a destruição de uma ligação fosfodiéster entre dois nucleótidos 
adjacentes, geralmente em sequências de 4, 6 ou 8 bases. O nome de cada enzima de 
restrição tem origem na bactéria da qual foi isolada, por exemplo a enzima de restrição 
EcoR I foi isolada da Escherichia coli. As enzimas de restrição diferem entre si no local 
que reconhecem e na extensão de corte.11 
Foram utilizadas quatro enzimas de restrição neste trabalho: EcoR I, Hind III, Cla I e 
Mbo I. É conhecido o padrão de corte da EcoR I, da Hind III e da Cla I para o HSV-1, no 
entanto não há referências na literatura da utilização da Mbo I, embora se saiba que 
origina bandas discretas e fáceis de visualizar de DNA viral, permitindo a sua distinção 
relativamente  ao  DNA celular (M.F Caeiro, com. pessoal).  
O primeiro ensaio foi feito utilizando a Mbo I como enzima de restrição, obtendo-se a 
























Figura 20 – Imagem de um gel de agarose a 0,6% em que se analisaram amostras digeridas com 
Mbo I de DNA extraído às 24 h pós
(compostos 3 e 5 na CMNC (5 
activação. 
 
Há que salientar que a primeira banda de maior massa molecular existente em todas as 
colunas não aparece ao mes
ficado desnivelados; esta banda corresponde a DNA celular, visto aparecer em células 
testemunho não tratadas e tratadas com o composto
respectivamente). Observa
uma vez mais ao DNA celular presente em muito maior quantidade que o DNA viral. 
bandas discretas que se observam nas amostras de células infectadas estão presentes e 
com intensidades idênticas, quer nas amostras p




2.8 Hibridação de DNA –
 
Com o intuito de confirmar se 
os compostos é idêntico ao
hibridação DNA viral (sonda)
membrana pelo método southern blot.
electroforeticamente. 
  1   2  3 
s                                          
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-infecção de células testemunho e infectadas
µM)). As drogas foram adicionadas às 8 h pós
mo nível, o que se deve ao facto dos poços no gel terem 
 3 e 5 
-se também um smear ao longo das pistas
rovenientes de células não tratadas, quer 
 Southern blot 
o DNA sintetizado por células infectadas e trat
 DNA viral sintetizado em células não tratadas
-DNA  extraído de células infectadas 
 O DNA foi analisado e observado 
 
    4  5  6  7  
1. Células testemunho
2. Celúlas testemunho tratadas, 
3. Celúlas testemunho tratadas, 
4. Células infectadas, 24 h
5. Células infectadas, 24 h, 
6. Células infectadas, 24 h, 
7. Marcador de massa molecular (1 kb 
DNA plus, Invitrogen)
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, com e sem droga 
-infecção, sem foto-
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Neste caso específico, a sonda 
marcada com um nucleótido ligado à digoxigenina (ddUTP). Durante a hibridação, a sonda 
e o DNA imobilizado na membrana, irão constituir duplas cadeias, em r
Posteriormente, a membrana é lavada para remover a sonda que não hibridou, sendo o 
DNA hibridado detectado por uma reacção de coloração, após o reconhecimento das 
moléculas do nucleótido marcado, 
hibridação e detecção da sonda
é que é visualizado.20,21  
 
Realizou-se este estudo 
tratadas, com os compostos 
24 h pós-infecção. As amostras foram digeridas com 
diferentes: Hind III e Mbo I, durante 3 h a 37ºC
gel de agarose a 0,6 %, que de
hibridação foi DNA de HSV
 
 
            
 
Figura 21 - Imagem de um gel de agarose a 0,6% em que se analisaram amostras de DNA 
digeridas com Hind III e Mbo I, extraído de células infectadas com e sem os compostos 
CMNC (5 µM) sem fotoactivação colhidas às 24 h pós
h pós-infecção. 
 
Observando a imagem do gel da 
Verifica-se que a Mbo I cliva o DNA em fragmentos mais pequenos, quando comparada 
com a Hind III. Mais uma vez existe um smear de DNA celular.
  1   2   3    4  5    6    
s                                                        
Universidade de Aveiro 
utilizada foi de DNA extraído de viriões de HSV
egiões homólogas. 
por um anticorpo específico. No final do p
 só o DNA imobilizado que sofreu hibridação 
com DNA extraído de células infectadas tratadas e não 
3 e 5 (adicionados às 8 h pós-infecção), e recolhidas às 
duas enzimas de restrição 
, sendo posteriormente aplicadas num 
correu durante a noite, Figura 21. A sonda usada na 
-1 digerido com EcoR I e foi marcada com ddUTP.
 
-infecção. As drogas foram adicionadas às 8 
Figura 21, não se podem retirar grandes conclusões. 
 
1. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen)  
2. DNA de células infectadas digerido com 
3. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 3, digerido com Hind III,  
4. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 5, digerido com Hind III. 
5. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen) 
6. DNA de células infectadas digerido com, 
7. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 3, digerido com, Mbo I. 
8. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 5, digerido com Mbo I. 
9. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen) 
7  8    9   
            95 
-1, e foi 
rocesso de 
com a sonda 
 
3 e 5 na 
Hind III. 
Mbo I. 
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No dia seguinte, procedeu-se à transferência e hibridação do southern, obtendo-se 





Figura 22 – Imagem de membrana hibridada com DNA de HSV-1 digerido com EcoR I. 
 
 
Pela análise da Figura 22, olhando para o DNA hibridado com a sonda de células 
infectadas e comparando com o DNA de células infectadas e tratadas verifica-se que não 
há diferenças, isto é a sonda hibridou igualmente com o DNA de células infectadas e de 
células infectadas e tratadas com os compostos 3 e 5, concluindo-se daqui que a adição 
dos compostos não afecta a quantidade de DNA viral. Este resultado não é de todo 
inesperado uma vez que, segundo a literatura, a síntese de DNA se processa entre as 4 e 
as 6 h pós-infecção.11  
 
 
2.9 Slot blot  
 
Dado que o Southern blot é uma técnica mais morosa e mostrou uma sensibilidade 
reduzida foi ainda realizado um slot blot,20,21 que não é mais que uma simplificação do 
southern blot. Este teste permite verificar somente se existe DNA reconhecido pela sonda, 
permitindo a sua quantificação relativa. Este método é muito rápido e evita a electroforese 
inicial descrita acima. Uma amostra de células testemunho e amostras de células 
infectadas e tratadas com os compostos 3 e 5 foram aplicadas, através de um slot (fenda), 
1. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen)  
2. DNA de células infectadas digerido com Hind III. 
3. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 3, digerido com Hind III,  
4. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 5, digerido com Hind III. 
5. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen) 
6. DNA de células infectadas digerido com, Mbo I. 
7. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 3, digerido com, Mbo I. 
8. DNA de células infectadas, tratadas com o 
composto 5, digerido com Mbo I. 
9. Marcador de massa molecular (1 kb DNA plus, 
Invitrogen) 
  1    2   3    4    5    6    7  8    9   
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directamente em cima de uma membrana de nylon. Após hibridação com a mesma sonda 






Figura 23 – Imagem de membrana hibridada com DNA de HSV-1 digerido com EcoR I. DNA de 
células infectadas e tratadas com o composto 5 e 3 e não tratadas (colunas 1, 2 e 3 da esquerda 
para a direita, respectivamente). O poço vazio corresponde a células não infectadas. 
 
 
Confirma-se que as amostras de células infectadas, tratadas ou não com os compostos 
3 e 5, sofreram hibridação com a sonda, o que quer dizer que contêm DNA viral. Também 
aqui não se observa diferenças significativas de intensidade, o que sugere a existência de 
quantidades idênticas de DNA viral em todas as amostras. A ausência de hibridação com 
DNA celular (células não infectadas) mostra a especificidade da sonda e desta 
metodologia. 
A adição dos compostos às 8 h pós-infecção parece não afectar a quantidade de DNA 
viral presente nas células infectadas no final da infecção. No entanto pode afectar a 
síntese de proteínas e a constituição das partículas virais produzidas, pelo que, o próximo 




2.10 Análise de proteínas 
 
Na esperança de se detectar diferenças entre proteínas de células infectadas não 
tratadas e células infectadas tratadas com os compostos 3 e 5 na CMNC, 5 µM, fizeram-
se marcações de proteínas com metionina radioactiva. Assim, adicionaram-se os 
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compostos às células a tempos diferentes: 0, 2, 4, 8 e 12 h pós-infecção e marcaram-se 















Figura 24 – Autorradiografia de um gel de proteínas (KodaK BioMax Ms film), obtido por 
electroforese a 200 V, durante 60 min em condições desnaturantes. As amostras foram recolhidas 
em três períodos de infecção diferentes (8, 12 e 24 h pós-infecção) de células Vero infectadas e 
não infectadas após marcação com metionina 35S e cisteína. Em cada conjunto de amostras 
existem células tratadas com o composto 3 (esquerda) e com o composto 5 (direita a) a diferentes 
tempos pós-infecção: 0, 2, 4, 8 e 12 h pós-infecção. As linhas 1, 2 e 3 correspondem a células 
testemunho (não infectadas) não tratadas (linha 1) ou tratadas com o composto correspondente 
entre as 0-4 h (linha 2) ou entre as 4-8 h (linha 3). As linhas 4 a 18 correspondem a células 
infectadas, não tratadas (linhas 4, 8 e 13) ou tratadas a tempos pós-infecção diferentes: 0 (linhas 5, 
9 e 14), 2 (linhas 6, 10 e 15), 4 (linhas 7, 11 e 16), 8 (linhas 12 e 17) e 12 (linha 18). As linhas 4-7, 
8-12 e 13-18 correspondem respectivamente a amostras marcadas entre as 4-8 h, as 8-12 h e 
entre as 12-24 h pós-infecção. M corresponde ao marcador de massa molecular: 220, 97, 66, 45, 
30, 20.1 e 14.3 KDa. 
 
 
Observa-se um perfil de polipetídeos semelhante para células tratadas e não tratadas, 
para o mesmo período de infecção. Por outro lado, observam-se, como esperado, 
diferenças no perfil polipeptídico de células infectadas e não infectadas e nas células 
infectadas, entre os diferentes períodos da infecção. Não se observam diferenças em 
células infectadas com ou sem composto. 
 1  2   3  M 4   5  6  7  8  9 10 11 12 131415 16 17 18 M     1  2  3  M   4  5   6  7  8  9  10 11 12 M13 14 15 1617 18 
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Neste ensaio, as proteínas foram visualizadas por autorradiografia, o que permitiu 
detectar apenas as que foram sintetizadas no período em que as células foram incubadas 
com a metionina radioactiva. 
Da literatura sabe-se que alterações ao nível proteico que possam estar relacionadas 
com a infecciosidade destes vírus, podem ser ao nível de glicoproteínas e/ou de 
fosfoproteínas, as primeiras localizadas nos invólucros das partículas virais.11 Tendo isto 
em consideração voltou-se a repetir a electroferese das mesmas amostras, processando o 
gel com um kit de detecção de glicoproteínas (Gel code Glycoprotein Staining Kit, Thermo 
Scientific Pierce Protein Research Products) e em seguida com um corante de detecção 
de proteínas totais (Gel code Blue Stain Reagent, Thermo Scientific). 
 
 
      
 
Figura 25 – Imagem de um gel corresponde a uma electroforese de polipéptidos obtido com uma 
voltagem de 200 V, durante 60 min em condições desnaturantes. À esquerda, gel corado 
utilizando um kit de coloração de glicoproteínas. À direita, o mesmo gel corado em seguida com o 
kit Gel code Blue stain reagent. Os compostos (3 e 5) foram adicionados às 8h pós-infecção, e as 
células foram recolhidas a quatro períodos de infecção diferentes (12, 16, 20 e 24 h pós-infecção). 
À direita do marcador (M) encontram-se as amostras correspondentes às proteínas extraídas de 
viriões às 20h e 24 h pós-infecção. 
 
Legenda dos géis: 
1. Células não infectadas 
2. Células não infectadas, composto 3 
3. Células não infectadas, composto 5 
4. Células infectadas, recolhidas às 12h pi 
5. Células infectadas, recolhidas às 12h pi, 
composto 3 
6. Células infectadas, recolhidas às 12h pi, 
composto 5 
7. Células infectadas, recolhidas às 16h pi 
8. Células infectadas, recolhidas às 16h pi, 
composto 3 
9. Células infectadas, recolhidas às 16h pi, 
composto 5 
10. Células infectadas, recolhidas às 20h pi 
11. Células infectadas, recolhidas às 20h pi, 
composto 3 
12. Células infectadas, recolhidas às 20h pi, 
composto 5 
13. Células infectadas, recolhidas às 24h pi 
CP M 1  2  3  4  5   6 7  8  9 10 1112131415 M 16 17181920 21M CN  CP  M 1  2  3  4  5   6 7  8  9 10 1112131415 M 16 17181920 21M CN 
a b 
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14. Células infectadas, recolhidas às 24h pi, 
composto 3 
15. Células infectadas, recolhidas às 24h pi, 
composto 5 
16. Proteínas extraídas de viriões às 20h pi 
17. Proteínas extraídas de viriões às 20h pi, 
composto 3 
18. Proteínas extraídas de viriões às 20h pi, 
composto 5 
19. Proteínas extraídas de viriões às 24h pi 
20. Proteínas extraídas de viriões às 24h pi, 
composto 3 
21. Proteínas extraídas de viriões às 24 h pi, 
composto 5 
M – marcador de massa molecular 
CP – controlo positivo (horseradish peroxidase) 
CN – controlo negativo (trypsin inhibitor) 
 
 
Este kit de detecção de glicoproteínas tem um limite de detecção muito baixo, obtendo-
se assim uma fraca resolução. No entanto, o processamento do gel foi adequado uma vez 
que o controlo positivo (CP) fornecido com o kit pode ser observado neste gel (pista 1). A 
imagem a da Figura 25 não é informativa, no entanto por observação directa do gel pode-
se dizer que aparentemente também não se visualizam diferenças entre as glicoproteínas 
de células infectadas tratadas e não tratadas uma vez que se observa um número 
reduzido de bandas de muito fraca intenssidade em todas as amostras. 
Em suma, a análise às proteínas (polipéptidos e glicopéptidos) também não revelou 
alterações em células infectadas tratadas e não tratadas. Este resultado também não é 
de todo estranho, uma vez que a síntese de proteínas virais é feita à custa do DNA viral 
anteriormente sintetizado. Este resultado está de acordo com a verificação de não haver 
alterações ao nível de síntese de DNA, devido à adição destes compostos. Mantém no 
entanto a dúvida sobre o mecanismo de acção dos mesmos. 
Existe ainda uma forte possibilidade de o efeito se dar ao nível da fosforilação das 
proteínas virais, caso o efeito destes compostos se traduza na produção de partículas 
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2.11 Conclusão 
 
Esta parte do trabalho tinha como objectivo a avaliação da actividade biológica, com e 
sem fotoactivação, de diversas clorinas neutras e catiónicas contendo uma unidade 
glicosídica e respectivos precursores. 
O estudo iniciou-se pela avaliação das propriedades fotoquímicas tendo-se determinado 
a foto-estabilidade e o rendimento quântico de oxigénio singuleto, concluindo-se que 
nenhuma das clorinas estudadas sofria fotodegradação ao longo do tempo de exposição 
à luz e que, exceptuando a clorina 3, todas apresentam bons rendimentos de geração de 
oxigénio singuleto. 
Relativamente aos resultados obtidos na avaliação da actividade biológica na ausência 
de fotoactivação, pode-se concluir que as clorinas 1, 2, 4 e 6 não são tóxicas em 
qualquer das concentrações estudadas. A clorina 7 é bastante citotóxica e as clorinas 3, 
5 apresentam toxicidade a concentrações elevadas. 
Pode-se afirmar que, quanto ao uso destas clorinas como possíveis agentes virucidas, 
somente as clorinas 3 e 5 actuam directamente sobre as partículas virais, e quando 
usadas numa concentração superior à CMNC (1 µM), na presença de luz. Na 
eventualidade de uso de um destes compostos para fins terapêuticos, a escolha recaia 
sobre o composto 5, uma vez que na concentração de 5 µM apresenta uma inibição da 
infecciosidade das partículas virais de 95%, correspondendo a esta concentração uma 
taxa de viabilidade celular da ordem dos 80%. 
Do estudo do efeito antiviral das clorinas, concluiu-se que somente as clorinas 3 e 5 
demonstravam efeito quando utilizadas na CMNC (5 µM), na ausência de radiação. Estes 
resultados foram um pouco inesperados uma vez que quase todas as clorinas geram 
oxigénio singuleto com um bom rendimento, excepto a clorina 3. Apesar de ainda não se 
ter conseguido descobrir o mecanismo de acção destes compostos, pode-se afirmar que 
o mecanismo de inibição da produção das partículas virais parece não envolver o uso de 
oxigénio singuleto. 
Efectuaram-se, com estes dois compostos, estudos mais aprofundados na tentativa de 
perceber onde actuavam, isto é, se seria ao nível da síntese ou da degradação do DNA 
viral, na síntese de proteínas ou num período de infecção mais tardia que corresponde à 
morfogénese da descendência viral. 
No que diz respeito à análise de DNA pode-se afirmar que os compostos não parecem 
afectar a sua síntese ou induzir a sua degradação, facto que já era de esperar visto que o 
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período da síntese de DNA é anterior ao momento da adição dos compostos, nas 
experiências que foram realizadas.  
A análise de proteínas (polipéptidos e glicopéptidos) também não revelou alterações em 
células infectadas tratadas e não tratadas. Este resultado confirma a observação de 
inexistência de alterações ao nível do DNA viral, uma vez que a síntese das proteínas 
tardias é dependente da síntese de DNA viral.  
Por último, a análise microscópica mostra a formação de partículas virais, embora a 
estrutura celular seja diferente da das células infectadas sem a presença dos compostos, 
isto é, sugere a existência de anomalias na montagem da descendência viral. 
Uma futura aproximação poderá envolver uma análise dos padrões de fosfoproteínas, 
uma vez que fosfoproteínas virais estão envolvidas nas primeiras etapas da infecção. 
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Os fotossensibilizadores foram dissolvidos numa solução de DMF/H2O (9:1). Todos os 
ensaios foram realizados numa célula de quartzo (1cm) a ~25 ºC. As soluções dos 
fotossensibilizadores foram preparadas no próprio dia e foram mantidas no escuro até 
serem utilizadas. As medições foram realizadas numa sala com a menor quantidade de 
luz possível, sendo as soluções irradiadas com uma luz de fluxo médio de corrente de 
17,4 W.cm-2. Entre a fibra e a célula colocou-se um filtro laranja e uma lente convergente. 
Mediram-se as absorvâncias entre 350 e 700 nm nos intervalos de tempo: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 
7, 10, 15 e 20 min. 
 
 
3.2 Determinação de oxigénio singuleto (φ∆) 
 
Os fotossensibilizadores (C = 0,50 µM) e o DPBF (C = 50 µM) foram dissolvidos numa 
solução de DMF/H2O (9:1). Todos os ensaios foram realizados numa célula de quartzo 
(1cm) a ~25 ºC. As soluções dos fotossensibilizadores e do DPBF foram preparadas no 
próprio dia e foram mantidas no escuro até serem utilizadas. As medições foram 
realizadas numa sala com a menor quantidade de luz possível, sendo as soluções 
irradiadas com uma luz de fluxo médio de corrente de 17,4 mW.cm-2. Entre a fibra e a 
célula colocou-se um filtro laranja e uma lente convergente. Mediram-se as absorvâncias 
a 415 nm e a quantidade de luz absorvida. 
 
 
3.3 Condições de manuseamento de culturas celulares e de vírus 
 
Quando se trabalha com culturas de células há que ter em especial atenção a 
contaminação das mesmas por microorganismos (bactérias, micoplasmas, fungos) que 
poderão ser introduzidos pelo operador, ambiente da bancada de trabalho, atmosfera, 
soluções…. Quando se trabalha com vírus, há ainda que garantir a protecção do operador 
e do ambiente. Assim, para evitar qualquer tipo de contaminação trabalhou-se em 
condições de assépsia usando uma câmara de fluxo laminar classe II A (Biohazard), 
mantendo assim a esterilidade. Quando se utilizou material descartável este era estéril, tal 
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como os meios de cultura utilizados. Todo o material de vidro era esterilizado em estufa a 
200 ºC ou em autoclave a 121ºC. No início e no fim do trabalho a superfície da bancada 
foi irradiada durante 15 minutos com luz UV.22  
 
 
3.4 Cultura e manutenção das células 
 
As células utilizadas em todas as experiências descritas neste trabalho foram células 
Vero, uma linhagem isolada de células epiteliais de rim de macaco verde africano 
(Cercopithecus aethiops) da American Type Culture Collection, cedidas pela Dra. Raquel 
Marçal do Laboratório Nacional de Investigação Veterinária. 
Sempre que num frasco de cultivo de células não se observa nenhum espaço entre as 
células, isto é, sempre que toda a sua área disponível esteja ocupada, diz-se que a 
camada celular atingiu a confluência. Há que proceder então à passagem de células para 
outros frascos/placas de Petri para novo cultivo (subculturas) destinado à multiplicação 
das células ou à preparação de culturas para infecção destinadas à produção de vírus ou 
aos ensaios com os compostos. 
As células foram lavadas com PBS (5 mL, 2 vezes) e de seguida adicionou-se tripsina (1 
mL) que, sendo uma enzima com uma actividade óptima a 37ºC, cliva as ligações 
proteicas entre a matriz polimérica do frasco de cultura e o tapete celular. As células 
incubaram em estufa de CO2 (5%) a 37ºC durante cerca de 5 min, agitando-se de vez em 
quando. Quando se observou que as células estão todas descoladas, ressuspenderam-se 
em DMEM-10.22 Determinou-se a concentração das células e a sua viabilidade, utilizando 
para tal uma câmara de Neubaeur (hemacitómetro) e um microscópio. Esta técnica 
consiste em usar um corante de exclusão, o azul de triptano que cora as células não 
viáveis.22 Assim, com base no número de células na confluência (2,5x105 células.cm-2) e 
na taxa de crescimento das células: 
 
Dia 0 – 1 
         1 – 1,5 
         2 – 2,5 
      3 – 5 
        4 – 10 
calculou-se o volume de suspensão celular adequado, de acordo com os ensaios que se 
quis realizar. 
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3.5 Produção de vírus 
 
Para a produção de vírus utilizou-se um frasco T75 subconfluente. Rejeitou-se o meio de 
cultura e infectaram-se as células com 1 mL de suspensão viral com um título inferior a 
106 pfu.mL-1. O frasco foi incubado na estufa de CO2 (5%) a 37ºC durante 30 min, após 
esse tempo adicionou-se 10 mL de DMEM-2 e voltou-se a incubar na mesma estufa. Dois 
dias pós-infecção, colheu-se o vírus; a cultura celular foi sujeita a um ciclo de 
congelação/descongelação (-80ºC/37ºC), duas vezes, clarificou-se a suspensão viral por 
centrifugação a 3000 Xg a 4ºC durante 5 min, e depois concentrou-se também por 





A titulação foi feita com o sobrenadante resultante da clarificação e com o vírus 
concentrado. 
Fizeram-se diluições sucessivas de 10-1 até 10-6 da suspensão viral em DMEM-2. 
Verteu-se o meio de cultura de uma P48 com uma cultura de células subconfluentes e 
inoculou-se cada poço com 100 µL de suspensão viral. Fizeram-se réplicas de cada 
diluição, inoculando-se somente as diluições de 10-3 até 10-6, deixando uns poços livres, 
em que só foi colocado DMEM-2, como testemunhos de células não infectadas. De 
seguida, adicionaram-se 400 µL de DMEM-2 com sephadex a 2% a cada poço. Este 
composto vai assegurar que os vírus produzidos infectem somente as células vizinhas. A 
placa foi colocada na estufa de CO2 (5%) durante 4 dias, a 37 ºC. Ao fim desse tempo as 
células foram fixadas com uma solução de formaldeído a 10% (~10 gotas por poço). A 
placa esteve em agitação durante 30 min. Posteriormente, a placa foi lavada com água 
corrente e as células foram coradas com o violeta de cristal a 0,5% (~4 gotas por poço). 
Passados 15 min, a placa foi lavada novamente com água corrente.  
O vírus produzido é calculado com base no número de placas formadas, na diluição em 
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Sempre que se utilizaram os compotos o trabalho foi sempre realizado às escuras, 
excepto quando há referência à luz. Trabalhar às escuras significa trabalhar com a luz da 
câmara de fluxo laminar apagada, havendo no laboratório uma intensidade mínima de luz 
para se conseguir realizar o trabalho. Quando se utilizou luz, as placas foram irradiadas 
com uma lâmpada de comprimento de onda de 350-700 nm, com uma intensidade de 17,4 
mW.cm-2, durante 15 min. 
 
 
3.7 Preparação das soluções para cada composto 
 
Cada composto foi diluído no volume necessário de DMSO de modo a se obter uma 
concentração de 10 mM – solução stock. A partir desta, prepararam-se duas soluções 
substock em água ultrapura estéril, 1 mM e 0,5 mM. As concentrações a usar em cada 
ensaio prepararam-se, no próprio dia, por diluição das soluções substock em DMEM-2. 
 
 
3.8 Determinação da Concentração Máxima Não Citotóxica (CMNC) – com e sem 
fotoactivação 
 
Para este tipo de ensaios utilizaram-se placas de 96 poços (P96), com células em 
monocamada confluente. 
Fizeram-se diluições das drogas (por exemplo 100, 50, 10, 5 e 1 µM) e inocularam-se 
100 µL de cada diluição em cada poço, fizeram-se 6 réplicas para cada diluição, deixando 
sempre um grande número de réplicas para os testemunhos (células sem droga). De 
seguida as placas foram a incubar à estufa de CO2 a 37ºC. A placa que dizia respeito ao 
ensaio à Luz foi incubada durante 30 min sendo posteriormente irradiada durante 15 min, 
sendo novamente colocada na estufa. Ao fim de 48 h na estufa a 37ºC, rejeitou-se o meio 
e inoculou-se a solução diluída de MTT, 100 µL/poço. A solução diluída de MTT em 
DMEM foi preparada por diluição de 1:10 de uma solução de MTT a 4 mg/mL. As placas 
foram novamente a incubar à estufa a 37ºC durante 2h. Ao fim desse tempo, aspirou-se o 
meio, tendo muito cuidado para não aspirar cristais azuis que se formaram. Estes cristais 
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3.9 Efeito directo sobre o vírus – com e sem fotoactivação 
 
Este teste foi realizado em P24 com células confluentes. 
Ensaio às escuras: colocaram-se 250 µL de vírus em microtubos e de seguida 
adicionaram-se as drogas na concentração pretendida. Os vírus com as drogas e uma 
amostra testemunho (sem a droga) estiveram 15 minutos a incubar num agitador. De 
seguida procedeu-se às titulações das diferentes amostras, como referido anteriormente. 
Ensaio à luz: Colocou-se 250 µL/poço de vírus em poços de placas P4 adicionando-se 
de seguida cada uma das drogas, na concentração desejada. A um dos poços não se 
adicionou composto (testemunho de vírus irradiado na ausência de droga) Irradiaram-se 




3.10 Efeito no ciclo replicativo do vírus 
 
Infectaram-se culturas celulares confluentes em poços de placas P24 com uma 
multiplicidade de infecção elevada. As placas foram a incubar à estufa de CO2 a 37ºC, 
sendo agitadas de 15 em 15 min. Ao fim de 2 horas aspiraram-se os inóculos e 
adicionaram-se 300 µL de DMEM-2. As drogas diluídas em 500 µL DMEM-2, foram 
inoculadas a tempos de infecção diferentes (12h, 8h, 4h e 2h) nas concentrações 
desejadas, tendo sido o meio sem droga previamente aspirado. Deixou-se um poço no 
qual não se inoculou a droga, que serviu como testemunho de células infectadas. Para o 
ensaio com irradiação inocularam-se as drogas 30 min antes de perfazer o tempo pós-
infecção determinado para a irradiação, de modo a que as células fossem a incubar com 
as drogas na estufa de CO2 a 37ºC a incubar 30 min. Após essa incubação, irradiaram-se 
durante 15 min. 
Mantiveram-se as culturas na estufa de CO2 até à colheita do vírus produzido nestas 
células, o que se efectuou às 24h p.i. 
No dia seguinte, rasparam-se as células para o meio de cultura e colheram-se para 
microtubos, sendo estes sujeitos a um ciclo de congelação/descongelação (-80ºC/37ºC). 
Cada microtubo foi centrifugado durante 20 s a 12 000 Xg de modo a sedimentar as 
células. Fizeram-se diluições sucessivas dos sobrenadantes desta centrifugação (vírus 
clarificado) e titulou-se o vírus de igual modo ao descrito anteriormente. Procedeu-se à 
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contagem de placas virais de modo a calcular o título de vírus produzido e a percentagem 
de inibição em relação ao vírus produzido nas amostras testemunho (não tratadas). 
 
 
3.11 Preparação de amostras para microscopia electrónica 
 
Infectaram-se células e inocularam-se os compostos como referido anteriormente, 
colhendo-se as células 16 h pós-infecção. Após se terem colhido as células, 
centrifugaram-se durante 5 min a 5000 Xg, rejeitou-se o sobrenadante e adicionou-se a 
cada amostra 800 µL de glutaraldeído para fixar as células. De seguida foram enviadas 
para a análise microscópica onde foram devidamente processadas. 
 
 
3.12 Análise de DNA 
 
3.12.1 Extracção de DNA 
 
Infectaram-se células e trataram-se da mesma maneira como descrito anteriormente, 
mas apenas foi ensaiado um tempo de inoculação dos compostos, 8 h pós-infecção. 
Colherem-se células às 24 h pós-infecção e de seguida sedimentaram-se por 
centrifugação a 5000 Xg durante 5 minutos. Os sedimentos foram ressuspensos em 100 
µL de TE com proteinase K a 200 µg.mL-1 e SDS a 0,2%. Incubaram-se as amostras 
durante 1 h a 65 ºC num banho, adicionaram-se mais 300 µL de TE e fizeram-se de 
seguida uma série de extracções: 
 
1ª –  fenol (equilibrado com Tris-HCl pH 8): rejeitou-se a fase orgânica; 
2ª – fenol + clorofórmio + álcool isoamílico  (25:24:1): rejeitou-se a fase orgânica; 
3ª e 4ª –  clorofórmio + álcool isoamílico: recolheu-se a fase aquosa. 
 
Entre cada extracção as duas fases foram separadas por centrifugação a 6000 Xg 
durante 2 min. A última fase aquosa foi precipitada durante a noite, a -20 ºC, com 2 
volumes de etanol absoluto e acetato de amónio a 250 mM final. No dia seguinte, 
centrifugou-se o precipitado a 15000 Xg durante 20 min a 4 ºC, rejeitou-se o sobrenadante 
e lavou-se depois o sedimento com 200 µL de etanol a 70%. Centrifugou-se novamente 
nas mesmas condições. Rejeitou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento sob vácuo, 
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no Speed Vac, durante 1 min até não conter restos de etanol a 70%. Depois, 
ressuspendeu-se o sedimento em 100 µL água ultra pura estéril e manteve-se a 4ºC. 
Retirou-se 10 µL de cada amostra para novos microtubos, aos quais se adicionou 2 µL de 
tampão de amostra (loading buffer da takara). Fez-se um gel de agarose a 0,6% em TBE 
1x com de brometo de etídio a 0,5µg/mL por cada 100 mL de agarose, no qual se 
aplicaram as amostras assim como 2 µL do marcador de massa molecular, 1 Kb plus DNA 
ladder (Invitrogen). Fez-se a electroforese com TBS como electrólito durante cerca de 30 
min a 60 V ou durante a noite a 20 V. 
 
 
3.12.2 Digestão de DNA 
 
Colocaram-se em microtubos 10 µL de cada amostra de DNA extraído de células 
infectadas, tampão correspondente a cada enzima de restrição usada (1x), 1 µL de 
enzima de restrição perfazendo-se o volume da reacção com água ultra pura. As amostras 
digeriram durante 3 h no banho a 37 ºC. Após a digestão, adicionou-se 3,5 µL de tampão 
de amostra, e fez-se uma electroforese em gel de agarose a 0,6%. As enzimas de 
restrição utilizadas foram: Eco R1 (fermentas), Hind III (Takara), Cla I (Pharmacia), Mbo I 
(Pharmacia) com respectivos tampões: O+, M, one for all. 
 
 
3.12.3 Hibridação de DNA 
 
3.12.3.1 Método de Southern 
 
Às amostras de DNA digeridas adicionou-se tampão de amostra e realizou-se uma 
electroforese over night (o.n), a 20 V. Há que salientar que se não se usarem logo as 
amostras para a electroforese, estas devem ser colocadas a 65 ºC durante 5 min, de 
modo a inactivar a enzima. No dia seguinte fez-se o tratamento do gel para depois se dar 
início à transferência. Em primeiro lugar o gel foi coberto com uma solução 0,25 M de HCl, 
e esteve sob agitação durante 15 min (depurinação), de seguida foi passado por água 
estéril e foi incubado com solução de desnaturação (1,5 M NaCl + 0,5 M NaOH) à t.a. com 
agitação, durante 1 h. Após esse tempo, foi novamente passado por água estéril e foi 
neutralizado com uma solução neutralizante (1 M tris-HCl pH 7 + 1,5 M NaCl + 1 mM 
EDTA), durante 1 h sob agitação à t.a., e lavou-se novamente com água estéril. Cortou-se 
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uma membrana de nylon (Hybond) da medida do gel, tendo o cuidado de nunca tocar com 
as mãos. De seguida cortou-se uma folha de papel de filtro 3MM (com a dimensão do gel 
ou um pouco maior), colocando-se sobre o gel, centrada e sem deixar bolhas entre o 
papel e o gel. Inverteu-se o conjunto sobre uma placa de vidro com uma folha de papel de 
filtro com as bordas mergulhadas num tabuleiro com uma solução de citrato de sódio 
(SSC) 10x (SSC10x – NaCl 1,5 M+ citrato de sódio 150 mM pH 7). Cobriu-se com 
parafilme a zona do papel não coberta pelo gel. De seguida cobriu-se o gel, sem deixar 
bolhas, com a membrana de nylon previamente humedecida em SSC 2x, e colocou-se 
outra folha de papel 3MM. Em cima do conjunto colocou-se 5 cm de toalhas de papel. Em 
cima do conjunto colocou-se um peso de 1 kg e deixou-se a transferir durante 12-24h. 
Marcou-se na membrana a posição do gel, lavou-se suavemente em SSC2x e colocou-se 
entre duas folhas de papel 3 MM para secar, depois foi a incubar à estufa a 80 ºC para 
ligar o DNA à membrana. Depois, colocou-se a membrana envolvida numa membrana 
mesh num tubo de hibridação e procedeu-se de acordo com o descrito para o kit DIG High 
prime DNA labelling and detection starter kit II, da Roche.23 
 
O DNA utilizado como sonda é DNA de HSV-1, que foi previamente digerido com EcoR 




1. Colocou-se uma coluna GFX num tubo colector. 
2. Adicionou-se 500 µL da solução capturante à coluna. 
3. Colocou-se 20 µL do DNA a purificar. 
4. Misturou-se tudo com uma pipeta 4-6 vezes. 
5. Centrifugou-se durante 30 s, rejeitando-se o eluente. 
6. Adicionou-se 500 µL de tampão de lavagem à coluna, centrifugou-se 30 s, rejeitou-
se o tubo colector. 
7. Transferiu-se a coluna GFX para um microtubo de 1,5 mL. 
8. Adicionou-se 40 µL de tampão de eluição (10 mM tris-HCl pH 8.0, TE pH 8.0) 
deixando-se dissolver durante 5 min. 
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Marcação da sonda: 
 
10.  O DNA foi desnaturado no banho seco a 100ºC durante 10 min e de 
seguidamanteve-se pelo menos mais 10 min em gelo fundente, para não renaturar. 
11. Em novos microtubos colocou-se 16 µL de DNA desnaturado + 4 µL da mistura Dig 
high prime 5 x e incubou durante a noite a 37 ºC. 
 
O DNA desnaturado serviu de molde para a síntese de DNA, pela incorporação da 
ddUTP na presença da enzima fragmento de klenow (uma polimerase de DNA bacteriano) 
 
 
3.12.3.2 Slot Blot 
 
A 10 µL de DNA em microtubos adicionou-se 100 µL de NaOH (0,1 M), incubando de 
seguida na estufa a 65 ºC durante 30 min. A cada microtubo foi depois adicionado 100 µL 
de acetato de amónio (2 M). Cortou-se uma membrana de nylon com o tamanho 
apropriado e embebeu-se em SSC 20x. Montou-se o aparelho onde se deu a hibridação, 
com a membrana de nylon no interior. Colocou-se cada amostra na respectiva fenda e de 
seguida fez-se vácuo. As amostras sofreram hibridação de acordo com o descrito acima. 
 
 
3.13 Análise de proteínas 
 
Infectaram-se células em monocamada numa P48 e trataram-se com as drogas, como 
referido anteriormente para as experiências sobre o efeito dos compostos no ciclo 
replicativo do vírus.  
Marcaram-se proteínas a diferentes tempos pós-infecção: 4-8, 8-12, 12-24 h, iniciando-
se a marcação 30 min antes da adição das drogas. A extracção de proteínas efectuou-se 
após esse tempo de marcação com metionina radioactiva. Os testemunhos não tratados 
com as drogas, quer de células não infectadas, quer de células infectadas, foram 
processados de forma idêntica. A marcação radioactiva obteve-se substituindo o meio de 
cultura por DMEM-2 diluído 10x em meio a 2% sem metionina e cisteína, ao qual se 
adicionaram 0,25 µCi.mL-1 de 35S-(metionina + cisteína). No caso de tratamento com os 
compostos, foi neste meio que se prepararam nas concentrações a utilizar. 
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Para a extracção de proteínas aspirou-se o meio de cultura, com uma pipeta 
descartável, e lavou-se a monocamada celular com PBS frio (100-500 µL), duas vezes. 
Aspirou-se o PBS e adicionaram-se novamente 200 µL de PBS. Rasparam-se as células 
para o PBS e transferiram-se a suspensões celulares para microtubos de 1,5 mL. Cada 
microtubo foi centrifugado a 5000 Xg durante 3 minutos. Rejeitaram-se os sobrenadantes 
e ressuspenderam-se os sedimentos em 100 µL de tampão de amostra Nu-PAGE com 
LDS (anexo). 
As amostras foram depois desnaturadas durante 10 min a 70 ºC, sendo em seguida 
guardadas a -20ºC ou permanecendo no gelo até à aplicação no gel. Aplicaram-se as 
amostras num gel NU-PAGE, decorrendo a electroforese durante 60 min a 200 V, em 
condições desnaturantes (com SDS no electrólito). Também se aplicou um marcador de 
massa molecular constituído por polipéptidos marcados com 14C. De seguida corou-se o 
gel durante toda a noite em 50 mL de azul de Coomassie R250 a 0,1 % em metanol (a 
50%) e ácido acético (a 10%). No dia seguinte descorou-se por várias vezes com uma 
solução de metanol (a 50%) e ácido acético (a 10%). Posteriormente fotografou-se o gel, 
sendo em seguida montado numa folha de papel de filtro 3MM e coberto com película 
aderente para se colocar a secar a 80ºC num secador de géis. Expôs-se o gel depois de 
seco (reduzido a uma película) à temperatura ambiente, numa cassete com um filme 











































Parte II - Anexo                                                                                                                              119 
Universidade de Aveiro 























































1 5 >50 >50 1 
2 10 25 >50 1 
3 5 20 34 10 
4 10 50 >50 25 
5 5 15 13 5 
6 1 25 >50 25 









1 1 >2,5 >2,5 1 
2 0,5 4,5 >5 5 
3 1 ~1,5 2 1 
4 2,5 >5 >5 2,5 
5 0,1 5 >5 1 
6 0,1 >1 >1 1 
7 0,5 >1 >1 1 
Figura 26 – Perfil de citotoxicidade 
para as clorinas estudadas em 
células Vero na ausência de luz. 
Cada valor representa a média ± o 
desvio padrão de três experiências 
independentes, com seis réplicas 
para cada concentração. No 
gráfico, o eixo do lado direito das 
ordenas diz respeito a um aumento 
da escala para se puder visualizar 
o composto 18. Concentrações 
máximas não citotóxicas, IC80 e 
IC50 determinadas nestas 
condições. 
 
Figura 27 – Perfil de citotóxicidade 
para as clorinas estudadas em 
células Vero irradiadas durante 15 
min com luz branca (17,4 mW.cm-
2). Cada valor representa a média ± 
o desvio padrão de três 
experiências independentes, com 
seis réplicas para cada 
concentração. Concentrações 
máximas não citotóxicas, IC80 e 
IC50 determinadas nestas 
condições, e concentrações 
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2. Efeito Virucida – efeito directo sobre o vírus
      
Figura 28 – Efeito virucida para os compostos ensaiados às escuras
fotoactivados (direita) luz branca (17,4 mW.cm
ensaiados nas seguintes concentraç
percentagens de inibição foram calculadas em relação aos testemunhos (vírus não tratado).
o ensaio realizado na presença de luz apresenta
tratado com as drogas 3 e 5
independentes, feitos em duplicado.
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